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Nous avons consacré une partie de notre premier Mémoire 
a l'étude pathogénique de la neurosyphilis. Au lecteur qui 
voudra bien s’y rapporter, nous recommandons les _pas- 
sages concernant la résistance, presque insurmontable, qu’op- 
pose le névraxe normal des animaux réceptifs, singes 
catarrhiniens inférieurs et lapins, 4 l’égard du virus syphi- 
litique inoculé im sitw. Dans certaines conditions, celui-ci se 
borne a franchir le névraxe, sans s'y fixer, pour se localiser 
ultérieurement dans des systémes tissulaires ¢réponémophiles, 
et yengendrer des altérations caractéristiques. Si nous reve- 
nons sur ce sujet, c’est que de nouvelles expériences, en bonne 
partie inédites, sont venues confirmer nos premitres observa- 
tions. Elles se référent : 

1° A laréceplivité du systéme nerveux des singes anthropoides 
a Végard du virus syphiliteque ; 

2° A l’évolution du greffon spirochétien inséré dans lencé- 
phale d’animaux neufs, ou anciennement syphilisés, suivant 
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lespéce a laquelle ces animaux appartiennent (singe, lapin, 
cobaye, chat, souris, gallinasées) ; 
3° A la présence du Treeonema PaLtipem dans le névraze des 
sourts atteintes de lymphite tréponémique inapparente. 
Considérons, tour & tour, ces divers sujets : 


RiécEPtivité DU SYSTEME NERVEUX DES SINGES ANTHROPOIDES A 
LEGARD DU VIRUS SyeHILITIQuE. — Dés 1932, en collaboration 
avec M. Lépine (1), nous avons montré que, quels que soient 
le nombre etle rythme des injections intracérébrales (de 1 & 4), 
Jes singes appartenant aux espéces Macacus rhesus, Cercocebus 
fulliginosus et Cercopithecus callithriz, ne réagissent d’aucune 
maniére 4 l’égard du virus syphilitique vivant et virulent, 
administré par voie intranévraxique. L’examen histologique, 
praliqué cing, vingt-deux, cent trente-deux et cent quarante 
et un jours aprés la premiére inoculation, ne révéle aucune 
altération de méningite ou d’encéphalite, en liaison avec l’in- 
fection tréponémique. Le cerveau est tolalement exempt de 
spirochétes et n’est pas virulent pour des animaux réceptifs, 
tels le lapin. Il en est de méme des ganglions lymphatiques 
inguinaux. D’ot il résulte que l’encéphale du singe, pareil en 
cela au névraxe du lapin, ne se préte pas & la culture in situ 
du virus syphilitique. Plus encore, il semble ressortir de nos 
recherches que, chez les simiens, le systéme nerveux central 
supprime intégralement l’activité pathogéne du virus syphili- 
tique et s’oppose a ce qu'il envahisse le systeme lymphatique. 
Contrairement & ce que l'on observe chez le lapin, il n’y a eu, 
chez le singe, ni dispersion du germe, ni métaslases consécu- 
tives. 

Comment se comporte, de ce point de vue, le Chimpanzé 
(Taglodytes niger) ? 


Expéarrnce I. — Chimpanzé neuf (Konakry). Le 22 janvier 1934, on pratique 
une greffe intracérébrale, en insérant en pleine corticalité pariétale, un frag- 
ment de syphilome scrotal de lapin, trés riche en tréponémes. L’animal suc- 
combe le 14°" mai 1935, soit quatre cent soixante-quatre jours apres lino- 
culation. Les coupes colorées aprés imprégnation argentique, permettent de 
déceler emplacement du greffon, sous la forme d’une cavité pleine de cel- 
lules granulo-adipeuses et entourée de vaisseaux néoformés, d’astrocytes et 


(4) Levavit1, Lépine et Scnoen. C, R. Soc. Biol., 109, 1932, p. 86; Luvavitt, 
VAISMAN, Scnoen et Mezcer. Ces Annales, 50, 1933, p. 222. 
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de quelques cellules géantes. Ca et 1a, des signes de vascularite. Les cel- 
lules de del Rio Hortega renferment de nombreuses granulations argento- 
philes. Toutefois, malgré des recherches minutieuses, il nous a été impossible 
de découvrir la moindre trace de lréponémes, quel e que soil la région céré- 


brale, mésocéphalique, bulbaire ou cérébelleuse examinée. Dégénérescence grais- 
seuse du foie. 


ExpgéRiEnce II. — Chimpanzé anciennement syphilisé Like. Il s’agit de cet ani- 
mal qui nous a servi a éprouver la virulence de la souche tréponémique 
Truffi, par inoculation cutanée et sous-scrotale, le 29 novembre 1934, el dont 
lobservation est citée sommairement dans le travail de Levaditi et Vais- 
man, analysé dans notre second Mémoire. 

1° Premiére inoculation cutanée. — Le 29 septembre 1931, scarification des 
deux arcades sourciliéres et inoculation de virus Truffi. Aucune réaction 
appréciable. Le cinquante-neuviéme jour, épreuve de la virulence des gan- 
glions inguinaux droits (lapin). Résultat lotale ent negalif. 

2° Inoculation svus-scrotale. — Le 14 décembre 1931, soit soixante-seize 
jours aprés la premiére inoculation cutanée, on pratique deux greffes de 
fragments de chancre tréponémique de lapin, sous la peau du scrotum des 
deux testicules. Quatorze jours aprés, apparitior, A gauche, dun tout petit 
nodule contenant de rares spirochétes; rien a droite La réaction de Mei- 
nicke devient nettement posilive. Le 23 février 1932, l’épreuve de l’infectiosité 
des ganglions inguinaux gauches fournit un résultat negalif. 

3° Inoculations intra-cérébrales — A partir de cette date, et a six reprises 
différentes, le 29 février, le 19 mai, le 9 juin, le 13 oclobre 1932 et le 24 février, 
ainsi que le 17 juin 1933, inoculation, par voie »ntra-cérébrale, de suc de chancre 
de lanin a virus Truffi, trés riche en tréponémes. Une ponction lombaire, 
pratiquée le 27 juin 1932, révéle la présence de 76 lymphocytes par milli- 
métre cube, mais deux autres ponctions, faites le 25 octobre 1932 et le 
44 février 1933, sont négatives, tant du point de vue cytologique, que de la 
réaction de Wassermann. 

L’animal est sacrifié, malade d’une affection intercurrente, le 16 avril 1935, 
soit trois ans et cen! quatre-\ingl-dix neuf jours aprés la premiére inoculation 
cutanée, et deux ans el quarante-sept jours depuis la premiére injection 
intracérébrale. La nécropsie révéle la présence d’un petit foyer de ramollis- 
sement au niveau du d rnier point d’injection. Absence de tréponémes sur 
frottis d’écorce cérébrale. L’examen microscopique de nombreuses régions 
de la corticalité du cerveau, du mésocépha e, du bulbe etdes ganglions lym- 
phatiques, pratiqué soit par la méthode de Dieterlé, soit par d’autres impré- 
gnations argentiques appliquées sur coupes en congélation (1), n'a révélé ni 
lésions, ni tréponémes. 

Des inoculations de matiére cérébrale corticale ont été effectuées, par voie 
sous-scrotale et intra-testiculaire, aux lapins 212 C, 243 C, 214 C. 215 C, 247 C 
et 218 C. Elles ont toutes fourni un résullat entiere nent négatif. 


Il ressor! de ces expériences que le virus syphilitique, cul- 
tivé pendant vinyt-trois ans dans Vorganixsme du lapin, et ayant 


perdu ses aptitudes chancrigéenes pour le Chimpanzé, est inca- 


(1) Examens faits par M. Stroesco. 
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pable de s'implanter dans le systéme nerveux central de cette 
espece animale. Inoculé, soit sous forme de greffe, soit a 
l'état d’émulsion spirochétienne, directement dans le cerveau 
(a six reprises), il ne détermine ni altérations névrazxiques, ni 
pullulation spirochétienne locale, et ne parait conférer aucune 
virulence appréciable au sysléme nerveux. 

Le Chimpanzé se comporte donc comme les simiens catar- 
rhiniens inférieurs, du point de vue de la réceptivité du névraxe 
a l’égard du virus syphilitique de passage. 


* 
ee te 


Nous avons examiné, dans notre premier Mémoire, le pro- 
cessus local qui s’oppose a la pullulation du virus syphilitique 
dans l’encéphale du lapin, en disposant nos expériences sul- 
vant le plan que voici : 

Au lieu dinjecter le virus syphilitique par voie transcra- 
nienne ou intra-rachidienne, comme l’ont fait Levaditi, Lépine 
et Sanchis-Bayarri (1), Levaditi, Vaisman et Scheen (2), Zanetsu 
Ohya et Hyozu Misaizu (3), Tani (4), entre autres, nous 
avons inoculé dans l’encéphale des greffons de syphilome de 
lapin. La technique opératoire est des plus simples : elle s’ins- 
pire de celle utilisée pour les passages testiculaires chez le 
lapin (petits trocarts que l’on introduit dans la substance céré- 
brale, aprés trépanation). Les animaux sont examinés & des 
intervalles divers, & partir de la vingt-quatritme heure. 

Nous avons suivi, dans cet ordre de recherches, l’exemple 
donné par Vanzetti (5) qui, en 1912, a utilisé la méme technique 
et constaté que, chez des lapins sacrifiés de deux a cent cing 
jours aprés la greffe sous-durale, les tréponémes peuvent per- 
sister dans le greffon pendant au moins quarante jours, sans 
envahir le parenchyme névraxique. Il résultait de nos investi- 
gations préliminaires que « si le parasite de la syphilis est déce- 
lable dans le greffon inclus dans l’encéphale pendant une 
période pouvant atteindre quarante-huit jours, il n’envahit 


(4) Levavrtt, Lépive et Sancais-Bayarrt. Paris Médical, TA, 1929, p. 645. 
(2) Levaniti, Varsman et Scuoen. C. R. Soc. Biol., 107, 1931, p. 948. 

(3) Zanersu Onya et Hyozu Misaizu. Lues, 6, 1934, p. 100. 

(4) Tani. Zentralbl. f. Bakt., 123, 1931, p. 341. 

(5) Vanzerti. Patologica, n° 8, 1912, p. 221. 
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jamais le tissu nerveux et ne s’y multiplie pas. Ici, comme 
dans nos expériences antérieures, il apparait que le cerveau 
normal ne constitue pas un milieu propice au développement in 
situ de la forme tréponémique du virus syphilitique. En effet, 
alors que le greffon spirochétien, inséré sous le scrotum du 
lapin, déclenche une multiplication intense des spirochétes et 
lapparition dun syphilome local, le méme greffon est destiné 
a se scléroser et & se résorber, s’il est introduit dans le névraxe. 
Il y a donc des tissus « tréponémophiles » et d'autres qui sont 
« tréponémophobes ». Or, le cerveau normal parait se ranger 
parmi ces derniers ». 

« Unprobléme se pose : les tréponémes constatés dans le greffon 
sont-ils vivants et virulents, ou bien s’agit-il d’une conservation 
de spirochétes ayant cessé de vivre, quoique parfaitement 
imprégnables par l’argent, comme il advient chez les fcetus 
hérédo-syphilitiques macérés [Queyrat, Levaditi et Feuillé (1)]? 
Afin de résoudre ce probléme, nous avons eu soin d’examiner 
la virulence de certains greffons ayant séjourné deux, six, douze 
et vingt jours dans l’encéphale, en les inoculant sous le scrotum 
de lapins neufs. Les résultats ont été tolalement négalifs, d’ow 
al ressort que les spirochéles introduits dans le névraxe cessent 
ad étre pathogénes peu de temps aprés [inoculation ». 


2° Nous avons complélté ces investigations et résumons 
ci-apres les résullats enregistrés : 


A. EvoLutioN DU GREFFON SPIROCHETIEN INSERE DANS L' ENCEPHALE 
DES ANIMAUX RECEPTIFS 
(SUJETS NEUFS OU ANCIENNEMENT SYPHILISES). 


1° Lapins neufs. — Chez la plupart des sujets en expérience, 
nous avons essayé de préciser le sort des tréponémes inclus 
dans le greffon, l’envahissement de la masse cérébrale avoisi- 
nante par ces tréponémes, la qualité et l’intensité des réactions 


(4) Queyray, Levapiti et Feorre. Bull. Soc. de Dermatol. et de Syphiligr., 12, 
4905, n° 7, p. 982. 
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tissulaires périgreffales, de méme que, dans certains cas, la 
virulence, pour le lapin, du greflon lui-méme et des ganglions 
lymphatiques périphériques (généralisation du processus infec- 
tieux). Par ailleurs. nous avons eu soin d’examiner, paralléle- 
petit fragment du méme chancre 
inséré sur le scrotum. Voici, d’abord, un tableau synoptique 
(tableau 1) de nos constatations : 


ment, 


NUMERO 


du lapin 


TEMPS 


d’observation 


24 heures. 
2 jours. 


2 jours. 
7 jours. 
22 jours. 
22 jours. 
29 jours. 
34 jours. 
34 jours. 
34 jours. 


34 
34 
34 
34 
34 


34 


jours. 
jours. 
jours. 
jours. 
jours. 
jours. 
34 jours, 
48 jours. 
48 jours. 
48 jours. 


Vévolution d’un 


Tasceau I (1). — Lapins normaux. 


GREFFON 


Intensité 
de 
la réaction 
périgrettale (1) 


m= Do bo BWW NSD 


o 
= 1 
= 


oe) 


CEREBRAL 


Spirochétes 
dans 


le grefton 


atzrtosieaka 
(dispersion). 
5 Gs mar Gas 

(boucles). 


(dispersion) 
0 
ata 
0 
0 
0 


+ < 
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(1) 1, faible; 2, marquée, 3, forte; 4, trés forte. 
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Les données résumées dans le tableau I, concernent, sur 
un total de 20 lapins, 4 sujets sacrifiés entre le premier et le 
septi¢me jours, 3 entre le vingt-deuxiéme et le vingt-neuvieme 


(1) Ge tableau ne comporte qu’une partie de nos expériences. 
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jours, 10 le trente-quatriéme jour, et 3 autres le quarante-hui- 
tiéme. Elles montrent : 

1° Que lintensité des lésions réactionnelles périgreffales, 
lésions dont nous exposerons ci-aprés les caractéristiques, varie 
sans nul rapport bien défini avec leur ancienneté; 

2° Que le greffon renferme un trés grand nombre de trépo- 
némes, soit en parfait état, soit partiellement transformés en 
boucles et granules, jusque vers le septidme jour; 

3° Qu’au dela de cette date limite, bon nombre des frag- 
ments greffés cessent d’étre parasités; les autres (7 fois sur 16, 
soit 43 p. 100), ne contiennent que de rares spécimens, a l’excep- 
tion des greffons 486 et 488, qui en offrent beaucoup; 

4° Que la dispersion des parasites, soit dans les altérations ré- 
actionnelles périgreffales, soit dans le tissu nerveux avoisinant, 
est parliculiérement exceptionnelle et n’a lieu que tout au début ; 

5° Qu’il n’y a aucune relation entre le nombre des trépo- 
némes contenus dans le greffon, et le degré de ces altérations 
périgreffales ; 

6° Enfin, que |’évolution du greffon néyraxique n'est nulle- 
menten relation avec celle du greffon similaire inséré sous la 
peau du scrotum. En effet, ici, la dispersion des parasites dans 
les tissus contigus, apparait dés le septiéme jour, pour devenir 
rapidement intense et déclencher cet ensemble de Iésions péri- 
vasculaires qui caractérise le syphilome spécifique, considéré 
au début de son évolution. On trouvera, d’ailleurs, les dimen- 
sions de ce syphilome, mesurées sur la coupe paraffinée et 
imprégnée, dans une des colonnes du tableau I. De plus, 
aucune corrélation n’apparait entre l’état du greffon cérébral et 
celui de la greffe sous-scrotale. 

Quant aux principales caractéristiques des altérations névrazi- 
ques périgreffales, nous les avons déja décrites dans notre pre- 
mier travail. Nous rappellerons, pour mémoire, qu'il s’agit, au 
début, d'hémorragies et d’une diapédése polynucléaire intense, 
remplacées, plus tard, par une accumulation d’éléments appar- 
tenant a la série monocytaire (lymphocytes, cellules plasma- 
tiques et gros mononuclaires) autour des vaisseaux de néofor- 
mation, de méme qu'une tendance a |’enkystement, auquel 
contribuent, en premier licu, les cellules granulo-adipeuses de 
del Rio Hortega. Ajoutons que, fréquemment, des cellules 
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géantes naissent, ca et 1a, ala périphérie, et que la calcification 
de la greffe n’est pas exceptionnelle. 

Que conclure de l'ensemble de ces constatations, sinon que 
le greffon de syphilome spirochétien a une destinée tout autre, 
sil est introduit dans le névrare dun animal réceptif, tel le 
lapin, que s'il est inséré sous le revétement cutané du scrotum 
de la méme espéce animale. Les tréponémes qwil contient sont 
voués, tét ou tard, a disparattre, apres s’étre transformés en 
boucles, en pelotes ou en granules presque infravisibles, n’'enva- 
hissent que rarement le tissu nerveux, et ny engendrent guére 
de lésions spécifiques, comme il advient lorsque la greffe est 
pratiquée par voie sous-scrotale. Et, cependant, on en décéle 
encore au dela du septiéme jour, du moins chez certains sujets, 
et de trés rares exemplaires jusqu’au quarante-huiliéme jour. 

Ces faits, qui, déja, laissent présumer Ja résistance quasi- 
invincible que Je systeme nerveux du lapin normal oppose & 
la survie et & l’activité pathogéne in setu du Treponema palli- 
dum, introduit a l'état de greffon dans le névraxe méme, nous 
obligent & nous poser les deux questions que voici : 

a) Les tréponémes inclus dans le greffon cérébral, sont-tls 
encore vivants et virulents? 

b) Y a-t-tl dispersion du virus spécifique dans [ensemble de 
lorganisme, et, en particulier, dans le systéme lymphatique? 
Essayons d’y répondre. 


a) VIRULENCE DU GREFFON ET VITALITE DES TREPONEMES QU IL 
contient. — Nous avons vu (p. 485) que déja dans notre Mémoire 
de 1933, le problgme a été posé et virtuellement résolu. Les 
quelques essais préliminaires, réalisés & l’6poque, montraient, 
péremptoirement, que des greffons ayant séjourné, deux, six, 
douze et vingt jours, dans l’encéphale de lapins neufs, puis 
inoculés sous la peau du scrotum, étaient incapables de déter- 
miner l’éclosion d’un syphilome tréponémique. Nous avons 


poursuivi ces recherches, dont nous exposons les détails ci- 
apres (Tableau II}. 


Voici, par ailleurs, les particularités histologiques concernant 


l’évolution du greffon cérébral, inséré ultérieurement sous le 
scrotum du lapin : 
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Tasteau If. — Virulence des greffons 
inclus dans lencéphale du lapin. 


LAPINS DONNEURS TEMPS DE SEJOUR LAPINS TEST RESULTA'S 


388R ? 5 
391 R 6 jours. le Négatif. 


544 R 


390R 42 jours. a Négatif. 
a an 


389R 
394R 20 jours. 549R Négatif. 
395R 


Greffon de douze jours. — Le lapin 513 R recuit, par insertion sous-scrotale, 
un greffon cérébral 4gé de douze jours. L’animal succombe le dix-septiéme 
jour. L’examen histologique montre que le greffon est enkysté, fibromateux, 
nécrosé au centre et envahi par de nombreux polynucléaires caryolysés. 
Vascularisation 4 la périphérie. Absence totale de tréponémes. 

Greffon de vingl jours. — Les lapins 547 R et 548 R sont inoculés, par voie 
sous-scrotale, avec des greffons ayant séjourné vingt jours dans l’encéphale, 
Ils sont examinés le vingt-neuviéme jour. Les tissus greffés sont nécrosés, 
envahis par les polynucléaires et encapsulés par des cellules granulo-adi- 
peuses; ils contiennent de nombreux tréponémes, mais ceux-ci sont dégé- 
nérés et n’envahissent pas les éléments avoisinants. Pas la moindre trace 
de lésions syphilomateuses. 


Il en résulte que de Treponema pallidum, 7clus dans des 
greffons ayant séjourné pendant six a vingt jours dans le névraxe 
de lapins neufs, perd la faculté d’engendrer des syphilomes 
scrotaux. Sa vitalité et son activité pathogéne sont annihilées, 
du fait de sa présence parmi les éléments constitutifs du systéme 
nerveux central. 


6) Dispersion pu virus. — Afin d’élucider le probléme de la 
dispersion du virus spécifique, nous avons apprécié la viru- 
lence des ganglions lymphatiques des animaux inoculés par 
voie transcranienne. Ci-aprés, les résultats de nos essais 
(voir Tableau III). 

Nous déduirons de ces données que nulle dispersion du virus 
spécifique ne s’effectue-dans le systéme lymphatique périphérique, 
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Tasteau II]. — Virulence des ganglions poplités et inguinaux des 
lapins inoculés avec des greffons syphilomateux par vo1e intra- 
cérébrale. 


TEMPS DE SEJOUR ine 
LAPINS DONNEURS du greffon LAPINS-TEST RESCLTATS 
dans le cerveau 


48 heures. Négatif. 


5 jours. ® Négatif. 


6 jours. Négatif. 


42 jours. Négatif. 


45 jours. Négatif. 


22 jours. Négaltif. 


22 jours. Négatif. 


48 jours. 


lorsque ce virus, introduit al état de greffons pirochétien dans lené- 
vraxe des lapins neufs, y aséjourné de deux é quarante-huit jours. 

Une telle dispersion se réalise-t-elle, si les animaux greffés 
sont maintenus en observation pendant une période dépassant 
cette limite? Des essais en cours nous permettront de répondre 
a cette question (1). En attendant, les recherches, dont nous 
venons d’exposer les détails, nous autorisent & conclure que, 
dans les conditions ow nous nous sommes placés, le séjour du 
Treponema pallidum dans l’encéphale du lapin a, pour consé- 
quence, la suppression de son activité pathogeéne. 


(1) Ces essais ont déja montré qu'une telle dissémination est réelle. 


NUMERO DU LAPIN 


602X 
496 X 
500X 
601 X 


RECHERCHES EXPERIMENTALES SUR LA SYPHILIS 494 


Devant limpossibilité d'acclimater le virus spécifique au 
névraxe, nous avons estimé qu'il élait opportun de modifier la 
méthode ayant servi de base aux recherches exposées ci-dessus, 
et essayé : 

1° Damoindrir la résistance névraxique, en pratiquant, non 
pas une seule, mais deux greffes successives dans le méme encé- 
phale (1), et, 

2° Dinoculer, par votre transcranienne, des greffons de syphi- 
lome déja adaptés a lorganisme du lapin, par un séjour passager 
sous le scrotum de cette espéce animale. 


1. SURINFECTION NEVRAXIQUE. — Quatre lapins ont été greffés, 
par vole transcranienne et sous-scrotale, avec des fragments 
de syphilome riche en tréponémes, une premiére fois, le 
28 décembre 1934. Soixante et onze jours aprés, nouvelle 
greffe. Les examens ont porté sur l’ensemble des greffons, 
prélevés & des intervalles compris entre le seplitme et le 
vingt-huitiéme jours. Voici un tableau (voir Tableau IV) résu- 
mant nos constatations : 


Tasteau IV. — Surinfection névraxique. 
GREFFONS CEREBRAUX GREFFONS SCROTAUX 
a 
So 
= =a 
as 1e* greffon 2° greffon 1e* creffon 2° greffon 
< Dn 
er] 
2° 9 eG a = = 
Oe a S n S wn a 
Dis ms) co) oS) Oo Bs) ca) ea) ) 
= & Ss wh 5 a = 2 = 2 
=o ro) = ro) P= ro) aaa ro) Bt 
a a, = a, < a ae a es 
r E : = Rd : 2 : 
os = = et =| 
: a a a <3) 
7 |Greffon introuvable. |Greffon introuvable. }-+- ++ 0 444+ );44+4++4+/ 4+-—- 0 
28 0 0 0 0 ++++]++++)]+4+++] +++-+ 
28 0 0 0 () ++ =e ap fees 0 
28 0 0 0 0 aes ates 0 0 


(1) Des expériences consistant 4 obtenir le méme effet, par des contami- 
nations encéphaliques préalables (Toxoplasmose, herpés, etc.) sonl en cours. 
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Cette expérience prouve qu’wne primo-inoculation par greffe 
intracérébrale, ne modifie pus sensiblement la réceptivilé 
névraxique et le sort des tréponemes, lors d’une infection seconde, 
pratiquée soixante et onze jours apres. 


2° INOCULATION TRANSCRANIENNE DE GREFFONS SYPHILOMATEUX DEJA 
bike pane: 
ADAPTES A L’ORGANISME DU LapIN. — Dans cette série d’essais, des 


ScuEMA 1. 


greffons de syphilome tréponémique ont été d’abord insérés 
sous le scrotum de lapins neufs et laissés en place pendant neuf 
jours, temps nécessaire & leur adaptation dans le tissu de 
lanimal-héte, Nous avons montré, en effet, que cette période 
d’ incubation de neuf jours suffit & la dispersion des tréponémes 
hors de la greffe, et & la genése des premieres altérations spéci- 
fiques périgreffales. A ce moment, on pratique l’ablation des 


fragments greffés et des lissus immédiatement avoisinants, et 
on introduit ces fragments : 
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1° Dans l’encéphale du dapin donneur; 2° dans le cerveau et 
sous le scrotum d’un autre animal neuf de la méme espéce, sui- 
vant le schéma que voici (V. Schéma 1) : 

A remarquer que le lapin donneur est, lui-méme, porteur 
d'un greffon sous-scrotal initial, que l’on laisse évoluer a sa 
guise. L’examen des résultats obtenus (sort des greffons et des 
spirochétes qu’ils contiennent) est pratiqué le quatriéme, le 
neuviéme, le douziéme, le dix-septime, le vingt-cinquiéme et 
le trente-deuxiéme jours. 

Or, l’expérience, dont nous nous dispensons d’exposer ici les 
détails, montre que les choses se passent exactement comme si 
le greffon n’avait pas fait un séjour préliminaire de huit jours 
dans l’organisme du lapin, et comme s’il ne s’était pas adapté, 
au préalable, a cet organisme. Cependant que le lapin donneur 
continue & élaborer son syphilome scrotal, comme si de rien 
n était, son greffon cérébral devient aspirochétien dés le vingt 
et uniéme jour (nul envahissement). Or, chez le sujet neuf, les 
spirochétes disparaissent de la greffe presque au méme moment 
(vingt-sixiéme Jour), alors que | inoculation sous-scrotale évolue 
comme de coutume (éclosion du chancre vers le trente-qua- 
triéme jour). 

Il en résulte que le greffon syphilomateux « adapté » et par- 
faitement pathogéne par insertion sous-scrotale, est totalement 
avirulent, ausst bien pour le lapin donneur, que pour un sujet 
neuf, st_on Vintroduit directement dans le névraze. 


Conciusions. — Quelles que soient les conditions expérimen- 
tales ot l’on se place, le virus syphilitique, inoculé dans le sys- 
teéme nerveux central du lapin normal, a l'état de greffon syphi- 
lomateux, perd rapidement sa virulence propre, n’engendre 
pas d’altérations spécifiques névraxiques, et ne se disperse pas 
dans le systeme lymphatique périphérique de l’animal-hote. 
Le greffon continue cependant & montrer des tréponémes, soit 
en parfait état, soit transformés en boucles, en pelotes ou en 
granulations argentophiles, pendant une période de temps 
assez prolongée (quarante jours). Il ne peut s’agir, en l’occu- 
rence, que de spirochétes morts, dont la persistance dans cer- 
tains tissus a été déja démontrée par les recherches, déja citées, 
de Queyrat, Levaditi et Feuillé (fetus macérés), et par nos 
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récentes investigations concernant I’action curative de certains 
médicaments antisyphilitiques, tels le Novarsenobenzol et le 
bismuth (1). 

Conformément & nos recherches antérieures, nous conclurons 
donc que le tissu nerveux normal du lapin oppose une résistance 
efficace, pour ainsi dire invincible, a la pullulation in situ 
du virus syphilitique inoculé directement, soit a l'état de suspen- 
sion tréponémique, soit sous forme de greffon syphilomateur. 
Quant a son potentiel de dispersion dans l'ensemble de lorga- 
nisme, et, en particulier, dans le systéme lymphatique périphé- 
rigue, il est, au début, nul, dans le cas des greffes intracérébrales. 
Une dif férence frappante apparait, de ce point de vue, entre les 
résultats consécutifs a [injection intranévraxique et intrarachi- 
dienne de tréponémes, d'une part, la greffe intracérébrale d autre 
part. En effet, Vinjection transcranienne ou intrarachidienne 
d’émulsion spirechétienne, est survie dune dispersion, se tradut- 
sant soit par des signes cliniques (kératite, orchite : Cf. les 
recherches de Uhlenhuth et Mulzer, Raiziss et Severac, Levaditi, 
Lépine et Sanchis-Bayarri, Tani, etc.), sort par [infectiosité des 
ganglions rachidiens, alors que, par contre, la greffe névraxique 
ne déclenche, dans les mémes conditions, aucune généralisation 
appréciable. ; 

2° LApINS SYPHILISES AU PREALABLE (2). — I résulle des recher- 
ches exposées ci-dessus, que le névraxe normal du lapin, du 
singe et, trés probablement de ’homme, oppose une résistance 
efficace & la pullulation zn sztw du Treponema pallidum. Pour 
expliquer la localisation tardive du virus spécifique dans le 
systéme nerveux central (parasyphilis humaine), nous avons 
invoqué (3), d’une part, le newrotropisme inné ou acquis du 
germe, et, d’autre part, les changements anallergiques de la 
réceptivilé névraxique |[conformément & l’hypothése émise par 
Dujardin (4)]. Or, aucune donnée expérimentale ne démontre 
actuellement la réalité de tels changements anallergiques appa- 
raissant au cours de l’évolution de la syphilis. Nous avons tenté 

(1) Levaprrr, Warsman, Scnorn et Manin, Bull. Soc. de Dermatolog. ef de syphi- 
ligraphie, n° 9, 1935, p. 1813. 


(2) Levanitr, Vatsman et Scnorn. C. R. Soc. Biol., 444, 1933, p- 504. 


(3) Cf. Levaorri, Etiologie et mécanisme pathogénique de la parasyphilis, 
Bruxelles Médical, n° 3, du 19 novembre 41933. 


(4) Dusarorn. Centenaire d’Alfred Fournier, Peyronnet éditeur, 1932, p. 79. 
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de combler cette lacune, et avons relaté nos premiers résultats 
dans une note présentée & la Société de Biologie (loc. cit.). 
Ayant complété ces premiéres recherches, en expérimentant 
sur un trés grand nombre d’animaux, nous en exposons ici les 
détails et les conclusions. 

44 lapins. inoculés de syphilis au préalable, ont servi a ces 
essais. Leur contamination syphilitique (virus Truffi), eflectuée 
par voie sous-scrotale, datait au minimum, de soixante-dix-huit 
jours et au maximum, de trois cent quatre vingt-deux jours. 
Parmi ces sujets, 11 étaient encore porteurs de chancres rési- 
duels (nous y reviendrons ci-aprés). lls furent tous inoculés, par 
grefle intracérébrale et sous-scrotale, avec des fragments de 
syphilomes tréponémiques. Ils ont été examinés, par la technique 
utilisée p: écédemment (lapins neufs), au rythme suivant : 9 de 
un & huit jours, 12 de neuf a dix-neuf jours, 14 de vingt a 
trente-huit jours et 9 de quarante-six & cent six jours. Nous 
résumons dans le tableau suivant (Cf. tableau V) l'ensemble de 
nos constatations. Envisageons-les du double point de vue que 
voici : 

4° Sort du greffon cérébral ; 

2° Résultats des surinfections scrotales. 


1° Sort DU GREFFON cGReEBRAL. — Aflirons d’abord l’attention 
sur le fait que les altérations névraxiques périgreffales sont, 
du point de vue qualitatif, absolument identiques & celles que 
nous avons décrites, lorsqu’il fut question de lapins neufs ino- 
culés de la méme maniére. Constatons ensuite (tableau V) 
qu’en ce qui concerne la persistance des tréponémes dans le 
greffon cérébral, une dissemblance frappante apparait, si 
Vanimal a été au préalable contaminé de syphilis, ou non. C’est 
ce qui ressort, en effet, des chiffres que voici : 


Lapins normauz : Lapins syphilisés : 
Du 1¢* au 22° jour, spiro- Du (ier au 18° jour, spiro- 
chétes présents... . 100 p. 100 chétes présents, .... 99 p. 100 
Du 22° au 48° jour, spiro- Du 19° au 106¢ jour, spiro- 
CHELESTeSeDtS ae cus bts. po chetes présents.. °°... 420 — 
Spirochétes absents... 57 — Spirochétes absenls ... 88 — 


Toute variation individuelle mise a part, ces chiffres tendent 
a montrer que les tréponémes disparaissent plus vite du greffon 
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Tasteau V. — Greffes cérébrales et sous-scrotales 
chez les lapins syphilisés. 


GREFFON CEREBRAL GREFFON SOUS-SCROTAL 


NUMERO DU LAPIN 
(jours) 
en jours 


SYPHILIS DEPUIS 


Intensité 
de la réaction 
périphérique 
Dimensions 
en millimétres 


TEMPS D' OBSERVATION 
Spirochétes 
dans le greffon 
Nombre 
des spirochétes 
Envahissement 


Envahissement 
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cérébral chez les lapins anciennement syphilisés, que chez les 
sujets témoins. S'il était permis d’établir quelque rapport entre 
la vitesse de la résorption spirochétienne, et le degré de l’im- 
munité tissulaire acquise du fait de la primo-inoculation, 
immunité que la réactivité cutanée met hors de doute (voy. 
sort du greffon scrotal), on conclurait volontiers gue le névraze, 
segment invaginé de lectoderme, participe avec le revétement 
cutané, a Vétat réfractaire acquis, el, de ce fait, accroit son 
potentiel immunitaire normal. Par ailleurs, certains signes his- 
topathologiques, de méme que des constatations se rapportant 
a la dispersion des tréponémes dans le voisinage du greffon 
cérébral, plaident, croyons-nous, en faveur de la création d’un 
état anallergique du systtme nerveux central, du moins chez 


x 


quelques-uns des sujets @ antécédents spécifiques. Considérons 
d’abord Ja dispersion; elle a été révélée chez 8 de nos lapins 
syphilitiques (entre le premier et le trente-huiliéme jours), 
alors qu'elle n’est apparue que deux fois chez les sujets neufs. 
Envisageons, ensuite, l’2ntensité des altérations cérébrales : 

Par cinq fois (chez des lapins syphilitiques 585 U, 255 U, 
dC R, 224 U, et 211 U), ces altérations ont atteint un degré 
véritablement inaccoutumé. Citons, en détail, les exemples 
suivants : 


Lapin 53 R. — Syphilis datant de cent quatre-vingt-trois jours. Animal 
sacrifié vingt-sept jours apres la greffe cérébrale. Greffon volumineux, conte- 
nant des débris nucléaires et de trés nombreux tréponémes. Tout autour de 
ce greffon, un tissu réactionnel constitué par des vaisseaux néoformés, 
séparés par des bandelettes conjonctives et entourés de monocytes (gros 
mononucléaires basophiles, lymphocytes et cellules plasmatiques). (a et 1a, 
des éléments granulo-adipeux. Celle zone réactionnelle atteint un dévelop- 
pement considérable. Dans le néyraxe avoisinant, on reléve de la périvas- 
cularite et une prolifération des astrocytes. Les tréponémes ont abandonné le 
greffon et ont pullulé dans le tissu adjacent. On en décéle parmi les cellules 
granulo-adipeuses (fig. 4). 

Or, chez le méme lapin et 4a la méme date (vingt-septiéme jour), un greffon 
scrotal était complétement stérile et en voie de résorpltion. 

Lapin 235 U, syphilitique depuis deux cent vingt jours, sacrifié le dou- 
ziéme jour. Greffon volumineux, en partie nécrosé et infiltré par des poly- 
nucléaires. Tout autour, réaction intense, avec néoformation vasculaire et 
accumulation de nombreux lymphocytes et cellules plasmatiques. A la péri- 
phérie, cellules granulo-adipeuses. Légére méningite corticale 4 monocytes. 
La méthode de Dieterlé permet de déceler, dans le greffon, des spirochétes 
en assez grand nombre. Certains, parmi eux, ont envahi le tissu réactionnel 
et la substance névraxique blanche. 

Lapin 241 T, syphilitique depuis cent trente-cing jours, examiné le trente- 
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huitigme jour. Greffon parfaitement visible, parsemé de fibroblastes. A la 
périphérie, réaction intense autour des vaisseaux, constituée par des gros 
mononucléaires, des lymphocytes et de rares plasmatocytes. Plus loin, pro- 
lifération des astrocytes et richesse en cellules granulo-adipeuses. Rares 
signes de périvascularite dans l’encéphale. L'imprégnation argentique révéle 
la présence de tréponémes dans le tissu réactionne] périvasculaire. 


Or, de telles réactions périgreffales sont absentes, ou tout 
au moins exceptionnelles, autour des greffons spirochétiens 


Fic. 4. — Lapin 53R. Syphilis de cent quatre-vingt-trois jours. A gauche : 
greffon cérébral de vingt-sept jours et réaction périgreffale. Unna. 
Gross. : 70/1. A droite : nombreux tréponémes dans le greffon cérébral. 
Dieterlé. Gross. : 1700/1. 


insérés dans le systéme nerveux central des lapins neufs. 

Que signifient de tels résultats, sinon que chez certains 
sujets, d une période donnée de l’évolution de la syphilis expé- 
rimentale, la résistance du névraxe a légard de la pullulation 
du Treponema pallidum in situ parait fléchir. La création d’un 
tel état de réceptivité facilite la multiplication locale du germe, 
et permet léclosion d’altérations comme on n’en rencontre pas, 
habituellement, chez les animaux exempts de syphilis. Tout 
porte a crowe quil s'agit ici d'un phénoméne anallergique, 
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inhérent au systéme nerveux et indépendant de limmunité du 
revétement cutané. Encore un exemple de cette antithése entre 
le feuillet externe de l’ectoderme (peau, cornée, muqueuses) 
et sa partie invaginée (névraxe), antithése sur laquelle l’un de 
nous (Levaditi) a insisté, a propos du contraste entre la légé- 
reté des manifestations cutanées et l’intensité des accidents 
névraxiques, chez les prédisposés & la paralysie générale 
(Fournier). 


Conciusions. — Il apparatt ae plus en plus probable que lun 
des facteurs qui facilitent l'éclosion de la parasyphilis, est 
représenté par les changements anallergiques de la réceplivité 
du systéme nerveux central. 


2° R&SULTATS DE LA SURINFECTION SCROTALE. — Un simple coup 
d’ceil jeté sur le tableau V, permet de constater que sur 
37 inoculations de greffons spirochétiens sous le scrotum de 
lapins anciennement syphilisés, six seulement ont été suivies 
de petits syphilomes a caractéres nettement avortés (16 p. 100). 
Dans tous les autres cas, il n’y eut ni dispersion des spiro- 
chétes, niapparition de manifestations locales macro- ou micros- 
copiques, quelles qu’elles soient. Nous avons vu, en effet 
(Cf. les constatations de Levaditi et Yamanouchi (1), de Strem- 
pell et Armuzzi (2) et de Levaditi, Vaisman, Schen et 
Mezger (3)|, que chez les lapins neufs, les tréponémes con- 
tenus dans le greffon envahissent rapidement (dés le troisiéme 
jour) les tissus environnants, et que les réactions spécifiques 
périgreffales (syphilomes microscopiques) sont trés précoces 
(huitiéme jour). Or, il n’en est pas de méme chez les sujets 
déja contaminés de syphilis. Ici, les spirochétes ne sont plus 
décelables au dela du vingtiéme jour, tout au moins chez bon 
nombre d’animaux, et l’envahissement ne s'effectue qu’a titre 
tout a fait exceptionnel. De telles constatations, d’ailleurs con- 
formes & celles relatées par Strempell et Armuzzi (4), témoi- 
enent d'un état d’immunité acquise par le revétement cutané, 
immunité que la clinique a parfaitement révélée chez Vhomme. 


(1) Levaprrt et Yamanoucnt. Ces Annales, 22, 1908, p. 763. 

(2) Srrempect et Anmuzzi. Dermatol. Zeitschr. 46, 1936, p. 267. 
(3) Levaprt1, Vatsman, Scuoen et Mezcer, loc. eit. 

(4) Strempett et Anmuzzi. Dermatol. Zeitschr., 50, 1927, p. 423. 
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B) Evotution DU GREFFON SPIROCHETIEN DANS LE NEVRAXE, 
CHEZ LES DIVERSES ESPECES ANIMALES AUTRES QUE LE LAPIN. 


Nous nous sommes adressés & des espéces animales récep- 
tives, tels certains singes catarrhiniens inférieurs, la souris, le 
rat, le cobaye, le chat, ou & des animaux réputés réfractaires 
(poule). La technique fut la méme: greffe intracérébrale et 
sous-cutanée. Examinons les résultats enregistrés. 


4° SINGES CATARRHINIENS INFERIEURS. — Le tableau ci-contre 
(cf. tableau VI) résume nos observations. 


te TasLteau VI. — Sort des greffons cérébraux et cutanés 
chez les singes catarrhiniens inférieurs. 


GREFFON NEVRAXIQUE GREFFON CUTANE (1) 


’ 


TEMPS D OBSERVATION 
en jours 
PASSAGE 


ESPECE 
du cerveau 


Réaction 
Spirochétes 
Spirochétes 

Dispersion 


M.cynomolgus.| 5 
M.cynomolyus.| 6 
M.cynomo/gus.| 10 
Cyn. babuin. | 12 
M.cynomolgus.| 16 
M.cynomolgus.| 16 
Cyn. babuin. | 19 
M.cynomolgus | 23 
M.cynomolgus.| 35 
Cyn. babuin. | 39 
Cyn. babuin. | 55 
Cyn. babuin. | 69 
Cyn. babuin. | 82 
M. cynomolgus.| 124 


ate 
| 


Négalif. 


Négatif. 


lolollel 


Négalif. 
Négatif. 


cocessosooss) + | Dispersion 
+) + 
et ISP lak al. 


oocoocococo 


Négatif. 


(1) Arcade sourciliére et scrotum. 


Les données exposées dans le tableau VI, montrent que, du 
point de vue de la persistance des tréponémes dans le greffon 
cérébral, les singes catarrhiniens inférieurs des espéces Macacus 
cynomolgus e¢ Cynocephalus babuin se comportent, a peu de 
chose pres, comme le lapin. Des spirochetes peuvent étre dé- 
celés dans ce greffon jusqu’au dix-neuviéme jour (trente-quatre 
jours chez le lapin), la dispersion, quoique discréte, s’observe, 
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le cinquiéme et le sixiéme jours, et, par ailleurs, le cerveau se 
révéle exempt de virus. La seule différence consiste dans 
lintensilé considérable des réactions tissulaires périgreffales 
chez le singe, en comparaison avec celle constatée chez le 
lapin. Des figures en fournissent la preuve (cf. planche II). 
Ainsi, la résistance qu’oppuse le névrare au développement 
in situ dw Treponema pallidum, apparatt, chez les simiens 
catarrhiniens inférieurs, au méme titre que chez le lapin (1). 


2° Souris. — L'inoculation du greffon, par voie intracéré- 
brale, a été effectuée aussi bien & des souris blanches neuves, 
qu’a des animaux de la méme espéce, syphilisés au préalable. 

Souris neuves. — Résultats consignés dans le tableau 
ci-contre (cf. tableau VII). 


Tasrzau VII. — Sort du greffon tréponémique 
inséré dans l’encéphale des souris neuves. 


i TEMPS SPIROCNETES TREPONEMES 
NUMERO : : dans DISPERSION dans 
d'observation le greffon les ganglions 

DOTUARE Mtn se) os 1 heure. 444+ 0 _ 
23 UIAmerdat ee) of 24 heures. +++ + = 
UDB eecty ee. wre 2 jours. +44 fh —_ 
TANG oes Only ne alc 4 jours. ++++ JL = 
SUGi13 creer yemrem ene 4 jours. +++ = — 
OA cece sc 6 jours. 444 + — 
DOSAGE cee tee wk ae 6 jours. +— 0 — 
BEA ene wile 6 jours. Ir aaT 0 — 
SAUIES rca copy ios et s 7 jours. +++ + — 
Wala Ne Ses ames aicimnne 8 jours. — 0 — 
SHIN B3s tole othe 40 jours. + 0 _ 
OS Binet cers meres 44 jours. + 0 — 
SN eas eed. 6 aoen 44 jours. 0 0 — 
YOR, 98 Hoan ees 19 jours. 0 0 _— 
S2SIB Merete fee 28 jours. 0 0 — 
UUZIB eared oon. 36 jours 0 0 — 
EAS eae ee oe on olets 42 jours 0 0 _- 
LS Bi ages st ah hee 49 jours +— 0 — 
236 A-237A. 55 jours 0 0 0 
LOO eare Es Gentes) 402 jours 0 0 ++ 
PEIN WN Go 6 114 jours 0 0 4+.--++ 


En parcourant les données résumées dans ce tableau, on 
constate que les tréponémes persistant dans le greffon céré- 


(1) Quant aux résultats fournis par la greffe sous-cutanée (arcade sourci- 
liére ou scrotum), ils confirment ce que nous avons dit a propos de l'atté- 
nuation de la souche Truffi. 
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bral, chez les souris neuves, jusqu’au quatorziéme jour 
(exceptionnellement, le quarante-neuviéme jour), et que la 
dispersion, in situ, s observe du premier au sixiéme jours. 
Cette dispersion est manifestement plus intense que chez 
le Japin. Mais, fait particuliérement intéressant, ici, /e virus 
quitte le greffon, traverse le névraze sans s'y multiplier, et 
réussit a envahir le systéme lymphatique périphérique (cf. 
souris 238 A et 23 A bzs|, o& on peut le déceler a l'état de tré- 
ponemes, le cent deuxiéme et le cent quatorziémejours. Or, 
nous avons vu (cf. p. 494) que chez le lapin, nulle dissémina- 
tion ganglionnaire du germe n’apparait dans les mémes con- 
ditions (cf. planche III). 
Souris syphilisées au préalable (cf. tableau VIII). 


Tasteau VIII. — Sort du greffon 
inoculé dans le cerveau de souris syphilisées au préalable. 


NUMERO AGE TEMPS ; SPIROCHETES 
de | de la syphilis dob : SPIROCHBTES | ENVAHISSEMENT dans 
la souris en jours observation les ganglions 


17B 4140 3 heures. 
48B 4140 24 heures. 
12B 159 24 heures. 
413B 459 24 heures. 
19B 440 2 jours. 
14B 159 3 jours. 
45B 159 5 jours. 
416B 1159 7 jours. 
20B 140 7 jours, 
21B 440 22 jours 
22B 140 22 jours. 


eecoososcoce| 


12 souris ont servi & cet essai; leur infection syphilitique, 
vérifiée par la présence de tréponémes dans les ganglions lym- 
phatiques périphériques, datait de cent quarante a cent cin- 
quante-neuf jours. Aucune différence bien appréciable n'a été 
relevée entre le comportement du greffon intracérébral, et 
celui du méme greffon inoculé dans le névraxe des sourts neuves. 


3° COBAYES, CHATS, RATS, POULES. — Le dispositif expéri- 
mental fut le méme. Le tableau que voici (Cf. tableau IX) 
résume les résultats enregistrés, du point de vue de la durée du 
temps d’observation et du sort des greffons cérébral et cutané. 


-_ 
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TABLEAU IX. 


TEMPS 


NOMBRE D’ANIMAUX | d’observalion 


en jours 


18 cobayes. . . 
3 chats. 
USarausicne. 

8 poules . 


Greffon 
cérébral 


LIMITE 
de la persistance 
des spirochétes 
en jours 


VIRULENCE 


du 


cerveauw 


Greffon 
cutané 


10 
7 
13 
7 


503 


VIRULENCE 
des 


ganglions 


Rien de particulier, en ce qui concerne ]’évolution du greffon 
cérébral, sinon l’intensité excessive des réactions tissulaires 
périgreffales chez la poule (cf. planches I et ILI). 


* 
Le es! 


Résumons, dans un tableau synoptique (cf. tableau X), 


ensemble des données fournies par les essais concernant 
Vinfluence des espéces animales sur le sort des greffons céré- 
braux et sous-scrotaux. 


TasLEAu X. — Apercu synoptique du sort des greffons cérébraux 
et sous-scrotaux chez les diverses espéces animales. 


GREFFON CEREBRAL GREFFON SOUS: SCROTAL 


Persistance 
des 
spirochétes 

en jours 


ESPECE 


34 
19 
14 


Lapin . 
Singe 
Souris. . 


ECU carcats 43 
Cobaye. . 40 
Chatto. 1 
Poules. 7 


Ces recherches permettent de conclure ce qui suit : 


Dispersion 


Persistance 
des 
spirochétes 
en jours 


Dispersion 


Syphilome. 
0 


0 
0 
0 


VIRULENCE 
du 
cerveau 


[eae 


VIRULENCE 
des ganglions 
lymphatiques 


0 

0 
Positive 
(tréponémes), 


0 
0 


1° En ce qui concerne l'évolution du greffon cérébral, la 
durée de la persistance des tréponémes quil contient, n'est pas 
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la méme chez les diverses espéces animales prises en considéra- 
tion. Cette durée est, en général, plus longue chez le lapin, le 
singe, la souris, le cobaye et le rat, que chez le chat et la poule. 
Ainsi, un certain rapport parait exister entre la présence du 
Treponema pallidum dans le greffon névraxique, et la récep- 
tivilé de l’animal a l’égard de l’infection spécifique; 

2° Quelles que soient les espéces animales auxquelles on 
s'adresse, tl apparatt impossible d’acclimater le tréponéme au 
tissu névraxique. 


* 
ee 


Sans nul conteste, nous nous trouvons ici devant une loi 
qui ne souffre pas d’exception : malgré des conditions optima, 
conditions que la greffe cérébrale de syphilome spirochétien 
réalise au plus haut degré, nul artifice expérimental ne peut 
vaincre la résistance du névraxe & la pullulation zn setu du 
Treponema pallidum, ni déterminer une quelconque lésion, 
comparable 4 celle que l’on observe dans la spécificité propre- 
ment dite du cerveau (artérile, gommes), ou dans la para- 
syphilis, chez lhomme. Plus encore, excepté la souris, et, 
parfois, le lapin (1), aucune des espéces animales éprouvées ne 
réagit par une dispersion du virus dans le systéme lymphatique 
périphérique. Et cependant, nous avons vu qu'une telle dis- 
persion est réelle, si, au lieu de s’adresser au procédé de la 
grefte intracérébrale, on injecte directement la suspension 
tréponémique dans l’encéphale, ou dans la cavité rachidienne. 
Or, si, dans ces conditions, le germe réussil & traverser la bar- 
riére hémato-encéphalique, sans, toutefois, y laisser de traces, 
cest que, tres probablement, il s’insinue dans les espaces lym- 
phatiques périvasculaires et envahit les capillaires sanguins, 
avant méme que les éléments constitutifs du névraxe aient le 
temps et les moyens d’annihiler son activité pathogéne. L’infec- 
tion généralisée est, ici, d'origine hématigue, et non neurotique, 
terme pris au sens propre du mot. 

Quoi qu'il en soit, cette résistance naturelle du systéme ner- 
veux ne parait fléchir que chez certains animaux au cours de 
l’évolution d’une syphilis expérimentale, tant soit peu ancienne. 


(1) Réaction tardive; recherches inédites. 
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I] s’agit, 1a, d'un phénoméne anallergique, dont Vimportance, 
dans le mécanisme pathogénique de la parasyphilis, parait hors 
de doute, puisque, en plus de considérations d’ordre clinique, 
des faits expérimentaux la confirment. 


C) PorentTicL INFECTIEUX DU NEVRAXE CHEZ LA SOURIS; 
SES CAUSES APPARENTES ET 1NAPPARENTES. 


Peut-on, de ce qui vient d’étre dit, conclure que jamais le 
névraxe des animaux réceptifs ne peut devenir, au cours de 
Pévolution de la syphilis, un réservoir de virus spécifique? Ce 
serait fondamentalement erroné, attendu que depuis les 
recherches de Schlossberger (1), fréquemment confirmées 
dans notre laboratoire, l’encéphale des souris atteintes de trépo- 
némose cliniquement occulte, mais microbiologiquementappa- 
rente, est parfaitement virulent pour le lapin (2). A guwoz est due 
cette virulence ? 

Nous nous sommes assurés, d’abord, qu'elle est réelle, peu 
importe si l’animal est inoculé par greffe sous-culanée, ou par 
injection intracérébrale de suspensions tréponémiques. C’est ce 
quirésulte de deux notes relatées en 1933, & la Société de Bio- 
logie (3), et dont nous nous dispensons d’exposer les détails. 
Puis, nous avons essayé de préciser si le virus persiste dans 
lencéphale sous sa forme végétative tréponémique, ou & |’état 
infravisible. Or, nous sommes 4 méme d’affirmer que jusqu’d 
présent, et malgré le nombre considérable de souris examinées, 
jamais il ne nous a été possible de déceler la moindre trace de 
tréponémes sur coupes imprégnées a Vargent, d’apreés les meil- 
leures techniques actuellement en usage (4). 

En est-il de méme lorsque, au lieu de s’adresser a de pareilles 
méthodes argentiques, on utilise l’examen des émulsions céré- 
brales & l’ultramicroscope ? Nous avons vu que Bessemans et 


(1) Scutosssercer, Arb. aus dem Staatsinst. ‘f. exp. Therap. Frankfurt, fasc. 
21, 1928, p. 345. 

(2) Il en est de méme de certains lJapins atteints de syphilis en évolution, 
ou guéris de leur chancre sous-scrotal. 

(3) Levapitr, Varsman et Scaogen, C. R, Soc. Biol., 412, 1933, p. 1669; idem, 
443, p. 60 

4) cf le travail récent de nos collaborateurs A. Marie et G. Stroesco (C. 
R. de la Soc. de Biol., 121, 1935, p. 612). 
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van Haelst (/oc. cit.), s'armant d’une patience digne d’éloge, 
ont réussi, aprés de nombreuses heures d’observation, & déceler 
quelques rares tréponémes dans des encéphales de souris 
anciennement contaminées de syphilis. Nous disons expressé- 
ment « quelques rares tréponémes », pour mettre le lecteur en 
garde contre le chiffre invraisemblable de 1.000 (1), par unité 
de volume (0 gr. 1), que le calcul de M. van Haelst nous propose. 
Le fait en soi est exact, quoique des plus exceptionnels. En 
effet, nous avons, nous-mémes, entrepris la vérification des 
observations de Bessemans et van Haelst, et les avons confir- 
mées, ainsi qu’il résulte du tableau ci-joint (cf. tableau X1). 


Tasiteau XI. — Recherches du tréponéme a l'ultramicroscope 
dans le cerveau des souris anciennement syphilisées. 


SOURIS 


INFECTEES 
depuis 


NOMBRE 
de champs 
examinés 


TEMPS 
de l’examen 
en heures 


SPIROCHETES 


500 
.600 
- 400 
-000 
. 000 
000 
000 
-500 
500 
000 


000 


463 jours. 
160 jours. 
460 jours. 
166 jours. 
495 jours. 
182 jours. 
183 jours. 
215 jours. 
321 jours. 
386 jours. 


=o 


CO OF OTD WOH OF We 
me DOE & ODO wm & DD DO 


(= — i — I — i — YS) 


522 jours. 


Il résulte de ce tableau que sur 412 souris examinées, dont 
linfection syphilitique datait de cent-soixante & cing cent 
vingt-deux jours, seulement deux ont fourni des résultats 
positifs, & savoir les souris n° 138 B et A Y, chez lesquelles il 
nous a 6té possible de découvrir 4 spirochétes, respectivement 
2 par 3.400 et 5.000 champs ultra-microscopiques, et cela apres 
une durée d’observation de deux & quatre heures. Ceci revient 
a dire qu'il nous a fallu parcourir 47.500 champs pendant trente- 


quatre heures, pour réussir & déceler quatre tréponémes dans la 
masse cérébrale. 


(1) Bessemans, vAN Hagtst et H. pz Wink, Wissenschaftliche Woche zum. 
Franckfurt a. M., 3, 2-9 septembre 1934, p. 201. 
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Que conclure de ces données, sinon que dans le cerveau des 
sourts atteintes de tréponémose cliniquement inapparente, le 
virus syphilitique peut, ca et la, revélir sa forme végétative spi- 
rochétvenne, mais que, dans la grande majorité des cas, il con- 
tinue a rester invisible, quel que soit le procédé d’investigation 
auquel on s'adresse. Que dans certaines conditions particuliéres, 
indéfinissables 4 l'heure actuelle, le germe invisible puisse se 
transformer, in situ, en parasites spiralés, rien d’étonnant a 
cela, au contraire. Nous avons établi la réalité d’une telle trans- 
formation, dans nos recherches sur l’infection récurrentielle 
du rat [cf. Levaditi, Anderson, Selbie et Schoen (1)], ce qui 
nous a conduit 4 conclure en faveur d'un cycle évolutif alter- 
nant, cycle qui explique grandement les données concernant la 
présence et la répartition du Treponema pallidum dans |’encé- 
phale des paralytiques généraux, ainsi que les difficultés que 
l’on rencontre, lorsqu’on essaye de le déceler dans le névraxe 
des tabétiques. Dans tous les cas, les conslatations de Besse- 
mans et de son école ne sauraient ébranler, tant soit peu, la 
conception d’un cycle évolutif du virus syphilitique, compor- 
tant une phase infravisible. 


CONCLUSIONS GENERALES. 


Il est évident que les recherches exposées dans ce Mémoire ne 
sont guune premiere étape vers la solution du probléme, st 
important, mais aussi combien complexe, de létiologie et du 
mécanisme pathogénique de la parasyphilis. Ce qui, par-dessus 
tout, prime dans ce domaine expérimental, ce sont les dif ficultés, 
pour ainsi dire insurmontables, que rencontre l’adaptation au 
névraxre du virus syphilitique de passage, introduit directement 
dans le cerveau. Les éléments constitutifs du tissu nerveux 
normal opposent une résistance invincible a la pullulation in 
situ du Treponema pallidum, résistance que nul artifice expért- 
mental ne réussit, tant soit peu, a modifier. Le germe ne peut 
végéter dans le névraxe qwa Vétat infravisible, a condition, 
semble-t-il, qu'il ait accompli son cycle évolutif aillewrs. A force 
dy vivre, il subit un changement manifeste de ses proprietés 


(1) Levaprt1, ANDERSON, SeLpie et Scnoen. Bull. Acad. de Méd., 102, 1929, p. 705. 
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pathogenes, ses affinités neurotropes se développant au détri- 
ment de ses attirances dermotropes. 

Puis, pour des raisons encore mal précisées, la réactivité névra- 
xique subit des modifications anallergiques. Le virus spécifique 
réussit alors & vaincre la résistance que lencéphale oppose a sa 
pullulation. « Au stade infravisible, succédent d’aulres formes 
de transition, destinées & engendrer des parasites spiralés, les- 
quels contaminent les circonvolutions. Cette multiplication 
locale du Treponema pallidum détermine des lésions intéressant 
a la fois le parenchyme, les vaisseaux et les méninges. 

Par ailleurs, il est probable que la culture du virus dans le 
névraxe comporte des phases alternantes, tantot infravisibles, 
tantot spirochétiennes, ce qui explique les variations quantita- 
tives et la répartition irréguliére des tréponémes dans le cortex 
des paralytiques généraux » [Cf. Levaditi (4)]}. 


* 
¥ * 


Le névraxe est-il le seul syst@me tissulaire se comportant de 
la sorte? Nullement. La preuve du contraire est fournie par les 
recherches de Levaditi, Vaisman et Scheen (2), concernant la 
répartition des divers organes (cerveau, cornée, revétement 
cutané, ganglions lymphatiques, muscle, rein, testicule) en 
deux groupes : tréponémophiles et tréponémophobes, suivant 
leur réceptivité, en fonction de leur origine embryogénétique. 
De ces recherches, que nous avons continuées, et que Gaslinel, 
Pulvénis et Nérot (3) ont complétées (immunité locale), il sera 
possible un jour de déduire des conclusions d’une portée plus 
générale, d’ou, trés vraisemblablement, il ressortira que le 
systéme nerveux n'est qu’un cas particulier de ce comporte- 
ment « négatif » & l’égard du virus syphilitique. Nous nous pro- 
posons de revenir, en temps voulu, sur ce probléme, dont 
Pintérét ne saurait échapper & quiconque étudie le mécanisme 
pathogénique des accidents syphilitiques autres que ceux qui 
se localisent sur la peau et les muqueuses. 


(1) Levapini, Etiologie et mécanisme pathogénique de la_parasyphilis. 
Bruxelles Médical, n° 3, 19 novembre 1933. 


(2) Levavitz, Vatsman et Scuoen. C. R. Soc. Biol., 114, 1933, p. 883. 


(3) GastineL, Putviénts et Néror. Bull. de la Soc. frang. de Dermatol. et de 
Syphil., 39, 1932, p. 1382. 
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EXPLICATION DES PLANCHES 


PLANCHE I 


Fic. 1. — Raf 7, sacrifié vingt-quatre heures aprésl’inoculation. Greffon céré- 
bral. Tréponémes en voie de transformation en boucles. Diéterlé. Gross. : 
4.000/1. 


Fic. 2. — Rat 8, sacrifié le treiziéme jour. Greffon cérébral. Couronne de cel- 
lules granulo-adipeuses et réaction lymphocytaire. Hémalun-éosine. 
Gross. : 100/1. 


Fic. 3. — Chat 3, sacrifié le septiéme jour. Greffon cérébral. Réaction péri- 
greffale. Hémalun-éosine. Gross. : 100/1. 


Fic. 4. — Idem., spirochétes au contact des cellules granulo-adipeuses. 
Diéterlé. Gross. : 1.000/1. 


Fic. 5. — Poule 268, sacrifiée le troisitme jour. Greffon cérébral. Nombreux 
spirochétes parmi les polynucléaires. Diéterlé. Gross. : 4.000/1. 


Fic. 6. — Poule 275, sacrifiée le vingt-neuviéme jour. Gre/ffon cérébral. Réac- 
lion périgreffale intense. Hémalun-éosine. Gross. : 30/1. 


Fic. 7. — Poule 272, sacrifiée le quarante et uniéme jour. Greffon sous- 
culané. Réaction monocytaire périgreffale intense. Hémalun-éosine. Gross. : 
50/4. 


PLANCHE IIL 


Fic. 1. — Macacus cynomolgus 810, sacrifié le cinquiéme jour. Greffon cérébral. 
Périvascularite monocytaire. Hémalun. Gross. : 100/41. 


Fic. 2. — Macacus cynomolgus 810, sacrifié le cinquiéme jour. Greffon cérébral. 
Nombreux tréponémes dans le greffon. Diéterlé. Gross. : 800/1. 


Fic. 3. — Macacus cynomolgus 810, sacrifié le cinquiéme jour. Ureffon sous- 
scrotal. Phagocytose des tréponémes par les polynucléaires. Diéterlé. 
Gross. : 1.000/1. 


Fic. 4. — Macacus cynomolgus 815. Virus tué par la chaleur. Sacrifié le cin- 
quiéme jour. Greffon cérébral. Nombreux tréponémes ayant conservé leur 
aspect normal. Diéterlé. Gross. : 1.000/1. 


Fic. 5. — Macacus cynomolgus 817. Virus tué par la chaleur, sacrifié le sei- 
ziéme jour. Greffon cérébral. Tréponémes bien conservés et d’autres trans- 
formés en granulations ou phagocytés. Diéterlé. Gross. : 1.000/1. 


Fic. 6. — Macacus cynomolgus 557, sacrifié le trente-cinquiéme jour. Gre/fon 
cérébral. Réaction périgreffale (cellules granulo-adipeuses et lymphocytes). 
Hémalun-éosine. Gross. : 800/41. 


Fic. 7. — Cynocephalus babuin 743, sacrifié le quarante-deuxiéme jour. Gre/fon 
cérébral. Aspect du greffon & un petit grossissement. Hémalun-éosine. 
Gross. : 50/1. 

Fic. 8. — Cobaye 1, sacrifié vingt-yuatre heures aprés Vinoculation. Gre/fon 
cérébral. Trés nombreux tréponemes dans le greffon. Diéterlé. Gross. : 
1.000/1. 
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Fic. 9. — Cobaye 7, sacrifié le seizitme jour. Greffon cérébral. Tréponémes 
dégénérés, transformés en boucles et en granules. Diéterlé. Gross. : 
4.000/1. ‘ 


PLANCHE III 


Fic. 1. — Cobaye 10, sacrifié le trentitme jour. Greffon cérébral. Réaction 
périgreffale. Hémalun-éosine. Gross. : 80/1. 


Fic. 2. — Souris 706 B, examen le deuxiéme jour. Gre/ffon cérébral. Nom- 
breux tréponémes bien conservés dans le greffon. Diéterlé. Gross. 
4.000/4. 


Fic. 3. — Souris 817 B, sacrifiée le septiéme jour. Greffon cérébral. Trés 
nombreux tréponémes dans le greffon. Diéterlé. Gross. : 41.000/4. 


Fic. 4. — Souris 818 B, sacrifiée le dixiéme jour. Greffon cérébral. Aspect du 
greffon et de la réaction périgreffale 4 un petit grossissement. Diéterlé. 
Gross. : 60/4. 


Fie. 5. — Souris 710 B, sacrifiée le dix-neuvieme jour. Gre/fon cérébral. 
Envahissement du greffon par les polynucléaires, absence de tréponemes. 
Diéterlé. Gross. : 1.000/1. 


Fie. 6. — Souris 714 B, sacrifiée le quarante-neuviéme jour. Gre/ffon cérébral. 
Réaction périgreftale. Hémalun-éosine. Gross. : 60/1. 


Fic. 7. — Idem. Trés rares tréponémes dans le greffon. Diéterlé. Gross. : 1.000/4. 


RECHERCHES SUR LES ANTIGENES DES VENINS 
ET LES ANTICORPS DES SERUMS ANTIVENIMEUX 


(TROISIEME MEMOIRE) 


VENIN DE WAJA TRIPUDIANS ET SERUM ANTICOBRAIQUE 


par E, CESARI et Paut BOQUET. 


Aprés avoir étudié les venins de deux serpents de la famille 
des Vipéridés (Vipera aspis et Cerastes cornutus) et les sérums 
antivipérins correspondants (1), nous avons entrepris des 
recherches, concues sur le méme plan et visant le méme objet, 
sur le venin d’un serpent de la famille des Colubridés, Naja 
tripudians (Cobra capel, serpent 4 lunettes), et le sérum anti- 
cobraique obtenu en partant de ce venin. 

Dans le but de découvrir les rapports antigéniques éventuels 
entre les diverses sortes de venins examinés, nous avons pour- 
suivi nos investigations sur les propriétés paraspécifiques des 
sérums antivenimeux en étudiant les effets du sérum antico- 
braique vis-a-vis des venins de la Vipére aspic et de la Céraste 
& corne, ainsi que l’action des sérums antivipérins Aspic 
et Céraste vis-a-vis du venin de Cobra. 


1° LES ANTIGENES DU VENIN DE NAJA TRIPUDIANS 


Toutes les expériences rapportées dans ce mémoire ont été effectuées avec 
un échantillon étalon représentant un mélange de venins desséchés prélevés 
dans le stock provisionnel constitué pour les besoins du service de sérothé- 
rapie antivenimeuse par les soins du D* Noél Bernard et de ses collabora- 
teurs, comprenant les récoltes opérées annuellement a l'Institut Pasteur de 
Saigon sur des serpents capturés dans la province de Chaudoc (Cochinchine) 
de 1916 4 1929. 

Les reptiles vivants envoyés 4 l'Institut Pasteur de Saigon appartiennent 
en grande majorité a l’espéce Naja tripudians, var. fasciata, mais les lots 
comportent quelques spécimens (2 4 3 p. 100) de Naja bungarus. (Voir Les Ins- 


(1) Ces Annales, septembre 1935, 55, p. 307 et février 1936, 56, p. 171. 
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lituts Pasteur d’Indochine. Publication du Centenaire de Louis Pasteur, par 
P. Noél Bernard, pages 33 et 79). 

Le venin, desséché sous le vide sulfurique sitot le prélévement effectué, a 
été depuis conservé en tubes scellés 4 lobscurité. Pour lusage, la provi- 
sion devant servir d’étalon a été réduite en poudre trés fine, afin d’assurer 
Vhomogénéité des prélévements. 


Mesure de la toxicité in vivo. 


EXPrRIENCES SUR LE LAPIN. 


Administration du venin par la vote sanguine. — Les lapins 
auxquels on injecte dans la veine de l’oreille une quantité de 
venin de Cobra calculée sur la base de 2 milligrammes par kilo- 
gramme de poids vif, périssent en cing & six minutes; ceux qui 
recoivent 1 milligramme par kilogramme succombent en un 
quart d’heure. Les doses comprises entre 0 milligr. 5 et 
0 milligr. 3 par kilogramme tuent le lapin en moins d'une 
heure; avec 0 milligr.2 par kilogramme, la mort ne survient 
qu’au bout de cing & dix heures. A partir de 0 milligr. 15 par 
kilogramme, les animaux résistent. 

Les lapins qui ont recu une forte dose de venin (4 milli- 
gramme et au-dessus par kilogramme) sont pris, sit6t linjec- 
tion, d'une polypnée intense ; immobiles, le regard anxieux, 
ils portent d’un coup la téte en arriére pour la laisser choir 
ensuite lentement, puis, dés que le bout du nez touche terre, 
la téte est de nouveau bruquement relevée, et ce mouvement 
d’encensoir se renouvelle jusqu’a ce que la paralysie surve- 
nant, le sujet s’affaisse sur le sol, le corps mou, complétement 
inerte. On voit alors, peu aprés, la pupille de Veil s’agran- 
dir subitement comme un diaphragme qui s’ouvre. Cette 
mydriase, qui fait suite & un myosis apparu dés le début 
des accidents, est le signe de la mort imminente, l’arrét respira- 
toire se produisant presque aussit6t, aprés quelques convulsions 
asphyxiques. 

Quand la dose de venin est plus faible (entre 0 milligr. 5 et 
Demian 2 par kilogramme), un délai plus ou moins long 
s’écoule entre le moment de Vinjection et les manifestations 
caractéristiques de l’envenimation cobraique. Pendant cette 
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période d'incubation, dont la durée peut se prolonger une ou 
plusieurs heures, le lapin demeure immobile, |’ceil fixe, la res- 
piration devenant de plus en plus difficile; puis tout d’un coup 
animal s’effondre, aplati, sans mouvement, les pattes écartées. 
L’approche de la mort est annoncée par quelques secousses 
convulsives et une brusque mydriase ; la fin survient un quart 
d’heure aprés la chute. 

L’autopsie ne révéle aucune lésion caractérislique. A l’ouver- 
ture du cadavre, le coeur bat faiblement, les poumons sont sou- 
vent exsangues, le foie et les reins sont légerement congestion- 
nés; le sang est noir, liquide; sa coagulation s’effectue avec 
retard. 

Les lapins auxquels on administre dans la veine le venin 
chauffé une demi-heure a 70°, 80°, 90° meurent, avec les 
mémes doses, plus tardivement que ceux qui ont recu le 
venin non chauffé. 

Ce n’est qu’a partir de 100° que la toxicité du venin de 
Cobra se montre nettement affaiblie. Chauffé une demi-heure & 
cette température, le venin de Cobra n’arrive plus & tuer le 
lapin dans la veine a la dose de 5 milligrammes par kilo- 
gramme; il faut employer des doses massives, 20 milligrammes 
par kilogramme, pour que l’animal succombe en une vingtaine 
de minutes. 

Administration du venin par la vore sous-cutanée. — Intro- 
duit sous la peau, le venin de Cobra est un peu moins nocif 
que lorsque la pénétration se fait par la voie sanguine. 

De trés fortes doses (4 milligrammes par kilogramme) ne 
tuent le lapin qu’au bout d’une heure et demie environ. Avec 
2 milligrammes par kilogramme, la mort survient en 
un peu plus de deux heures. Les sujets qui recoivent des 
doses comprises entre 1 milligramme et 0 milligr. 3 par kilo- 
gramme succombent en cinq a dix heures. La dose de 
0 milligr. 2, mortelle par la voie veineuse, est inoffensive 
par la voie sous-cutanée. 

A durée de survie équivalente, les signes de !’envenimation 
cobraiyue sont les mémes que ceux qui font suile a l'injection 
intraveineuse. 

Le lapin supporte sous la peau une dose de venin chauflé a 
100° correspondant & 10 milligrammes par kilogramme. A la 
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dose de 25 milligrammes par kilogramme, la mort se produit 
en une dizaine d’heures. * 


ExP&RIENCES SUR LE. COBAYE 
(animaux de 420 a 450 grammes). 


Administration du venin par la voie sanguine — Avec 4 mil- 
ligramme de venin, les cobayes meurent en cing minutes 
environ; des doses intermédiaires entre 1 milligramme et 
0 milligr. 2 les tuent en moins de quinze minutes; celles com- 
prises entre 0 milligr. 1 et 0 milligr. 05 sont aaeeen de pro- 
voquer la mort en une ou plusieurs heures, toutefois certains 
sujets résistent. La dose de 0 milligr. 02 n’est jamais mortelle. 

Souvent les cobayes qui doivent succomber rapidement 
effectuent les mouvements d’encensoir de la téte que nous 
venons de signaler 4 propos de |’envenimation suraigué du 
lapin; les faibles doses de venin déterminent seulement des 
soubresauts du corps donnant l'impression d’un hoquet. 
Ensuite les animaux s’affaissent et restent étendus en état de 
résolution musculaire, respirant faiblement par le flanc; ils 
meurent apres quelques contractions spasmodiques des pattes 
et une série de baillements agoniques. 

Si Pautopsie est praliquée immédiatement aprés la mort, on 
voit les battements cardiaques persister; les viscéres abdomi- 
naux sont congestionnés, le sang est liquide. 

Chauffé & 70°, 80°, 90°, le venin de Cobra se comporte comme 
le venin frais, & cette différence prés qu’a dose égale la mort 
survient un peu plus tardivement. Il faut injecter 10 milli- 
grammes de venin chaufféa 100° pour obtenirla mort du cobaye 
en dix minutes, 5 milligrammes pour le tuer en une demi- 
heure. Avec 4 milligrammes, on ne constate qu'une discor- 
dance passagére des mouvements respiratoires; l’animal survit. 

Administration du venin par la vote sous-cutanée. — Au- 
dessus de 1 milligramme, le venin de cobra introduit sous la 
peau du cobaye le tue en moins d’une heure. Entre 4 milli- 
gramme et 0 milligr. 2, les animaux succombent en une 
dizaine d’heures. La dose de 0 milligr. 1 n'est pas toujours 
mortelle; celle de 0 milligr. 05 ne l’est jamais. 

Le tableau symptomatologique de l’envenimation est super- 
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posable a celui que nous venons de décrire & propos des injec- 
tions intra-veineuses. 

L’injection du venin par la voie sous-cutanée ne fait res- 
sortir aucune différence de toxicité entre le venin frais et le 
venin chauffé 4 90°, sauf un léger retard de l’issue fatale. 

Avec le venin chauffé & 100°, la dose de 10 milligrammes 
n’améne la mort qu’en dix heures environ ; le cobaye tolére 
la dose de 4 milligrammes sans présenter de signe clinique 
d’intoxication. 


EixpéRIENCES SUR LA SOURIS 
(souris blanches de 18 a 20 grammes). 


Admunistration du venin par la voie sanguine. — On tue la 
souris en trois & quatre minutes avec 0 milligr. 1 de venin, en 
moins d’une heure avec 0 milligr. 05, en moins de deux 
heures avec 0 milligr. 01. Au-dessous de celte dose, la plu- 
part des souris survivent; toutes résistent & l’injection de 
0 milligr. 005. 

La respiration, d’abord accélérée, se ralentit progressive- 
ment, devient dyspnéique, en méme temps que se manifeste de 
la discordance accusée par un soubresaut du flanc. Les souris 
restent immobiles, aplaties, Ja téte tombante, les doigts recro- 
quevillés, insensibles aux excitations, mais le réflexe cornéen 
est conservé jusqu’au noment ot une agitation convulsive des 
pattes annonce la mort prochaine. 

A l’autopsie, le ceur bat; la rate et les reins apparaissent 
congestionnés; la veine cave et les veines rénales sont turges- 
centes. 

Le venin chauffé & 70°, 80°, 90° se montre aussi toxique que 
le venin frais. La souris supporle Jusqu’a 1 milligramme de 
venin chauffé a 100° et 5 milligrammes — peut-étre davantage 
— de venin chauffé 4 120°. 

Administration du venin par la voie sous-cutanée. — Les 
doses échelonnées entre 0 milligr. 15 et 0 milligr. 08 aménent 
la mort des souris en une heure, une heure et demie; entre 
0 milligr. 08 et 0 milligr. 05, en deux 4 cing heures; entre 
0 milligr. 05 et 0 milligr. 01, en cing & dix heures. La dose 
de 0 milligr. 005 est inoffensive. 
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Les souris présentent les mémes symptomes et les mémes 
lésions qu’a la suite de l’injection intraveineuse. Alors qu’elles 
sont en état de curarisation, la fin survient parfois brusque- 
ment, précédée de quelques convulsions; d'autres fois, les 
petites bétes restent affaissées, le flanc halelant, n’en finissant 
pas de mourir. 

Le venin chauffé & 100° ne tue, a la dose de 2 milligrammes, 
qu'une souris sur deux. Le chauffage a 120° abolit la toxicité 
du venin; on peut injecter sous la peau de la souris 10 milli- 
grammes de venin de Cobra chauffé & cette température (cor- 
respondant, en venin frais, & 10.000 doses mortelles), sans que 
l’animal présente de signe d’envenimation. 


Remargues Générares. — Contrairement & ce que nous avons 
constaté avec les venins de Vipérzdés ayant fait objet de nos 
recherches antérieures (Vipera aspis et Cerastes cornutus), le 
venin de Colubridé dont il est ici question( Naja tripudians) otfre 
sensiblement le méme degré de toxicité pour le lapin et le 
cobaye et se montre relativement moins nocif pour la souris, 
l’écart noté lorsqu’on passe de la voie veineuse & la voie sous- 
cutanée étant peu important pour les deux premiéres espéces, 
nul pour la troisiéme. 

Rapportée au gramme d’animal, la dose minima mortelle 
représentant l’unité venimeuse de venin de Cobra, est exprimée, 
suivant l’espéce animale et selon la voie d’introduction, par les 
chiffres inscrits dans le tableau I ci-dessous. 


Tasieau [. 


DOSE MINIMA NOMBRE D'UNITES 
mortelle venimeuses 
d'introduction pargramme d'animal| contenues dans 
(unité venimeuse) 1 milligramme 

en milligramme de venin 


ESPECE ANIMALE VOIR 


bh du venin 


Lapin Dans la veine. 0,0002 5000 
zs : Sous la peau. 0, 0003 3333 
Dans la veine. 0,0002 5000 
Sous la peau. 0, 0003 3333 


Cobaye. . 


Dans la veine. 0,0005 2000 


Ps | Sous la peau. 00003 2000 
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Le chauffage ne commence & faire fléchir notablement la 
toxicité du venin de Naja tripudians qu’a partir de 90°. A la 
température de 100°, l’affaiblissement de la toxicité est de 
Yordre de 95 p. 100. A 120°, la toxicité est complétement 
abolie. 


Mesure du pouvoir anticoagulant in vitro. 


Dépourvu de pouvoir coagulant, le venin de Naja tripudians 
est, par contre, doué d’un pouvoir anticoagulant trés marqué, 
lequel s’exerce par un mécanisme complétement différent de 
celui que mettent en jeu le venin de Vipére et le venin de 
Céraste. Le venin de Cobra agit, en effet, non pas sur la sub- 
stance fibrinogéne ou la fibrine naissante, comme ces derniers 
venins, mais, ainsi que l’ont vu Morawitz (1904), Arthus (1910), 
en empéchant la formation de la throm)ine du sang. 

Pour mesurer la puissance anticoagulante du venin de Cobra, 
nous avons dti modifier la technique précédemment décrite et 
opérer de la facon suivante : 


Tecunioug. — Réaclifs. — Plasma frais, obtenu par centrifugation prolongée 
de sang de cheval cilraté a 1 p. 100 (95 parties de sang pour 5 parties d’une 
solution de citrate de soude a 20 p. 100). 

Sérum normal de cheval chauffé pendant une heure a 58° pour détruire la 
thrombine et citraté a1 p. 100. (Le sérum normal n’a été introduit dans la 
réaction qu’aax fins de substitution d’un sérum antivenimeux spécifique 
lorsqu’on veut déterminer le pouvoir antagoniste de ce dernier.) 

Solution de chlorure de calcium au 1/50. 

Quatre solutions en eau physiologique de venin de Naja (ripudians titrées 
au 1/100 (solution mére), au 1/1.000, au 1/10.000 et au 1/100.000. 

Procédé. — On détermine dans une premiére expérience, portant sur une 
série de tubes contenant chacun 2 cent. cubes de plasma citraté, additionnés 
de 0 cc. 5 de sérum normal chauffé et citraté, et de 0 c.c. 25 d’eau physiolo- 
gique, le nombre de gouttes de la solution de CaCl? nécessaire pour assurer 
la coagulation compléte du plasma en une demi-heure a la température 
de 37°. 

Dans une batterie de tubes a hémolyse stérilisés, on verse alors dans 
Yordre suivant : : 

40 Dans tous les tubes: 0c.c.5 de sérum de cheval chauffé et citraté a 
1 p. 100. 

20 Dans chacun des tubes, 4 l’aide d'une pipette compte-gouttes débitant 
XX gouttes au centimétre cube, des doses croissantes de venin d’aprés le 
baréme suivant : 

1 goutte, II gouttes, V gouttes des dilutions de venin & 1/100.000, 1/10.000, 
1/1.000, 1/100 (solution mére), de maniére a avoir dans la série destubes des 
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quantités de venin dosées suivant la progression : 0 milligr. 0005, 0 milligr. 001, 
0 milligr. 0025, 0 milligr. 003, 0 milligr. 01, 0 milligr. 025, 0 milligr. 05, 0 mil- 
ligr. 1, 0 milligr. 25, 0 milligr. 5, 1 miNigramme et 2 milligr. 5 de venin sec. On 
égalise le volume A V gouttes en versant dans les tubes ow cela est néces- 
saire, IV ou III gi-uttes d'eau physiologique. 

3° Dans tous les tubes, 2 cent. cubes de plasma citraté. 

4° Le nombre de gonttes de la solution de CaCl? au 1/50 déterminé par 
l’essai préalable. 

Un tube témoin contenant 0 c.c. 5 de sérum normal chauffé et citraté, et 
2 cent. cubes de plasma citraté recalcifié est additionné de V gouttes d'eau 
physiologique 

Les tubes fermés avec des bouchons de caoutchouc stériles sont retournés 
pour opérer le mélange des réactifs et portés a létuve a 37°. 

On fait la lecture aprés une heure de séjour a Vétuve. 


On trouvera dans le tableau Il les résultats obtenus avec le 
venin de Cobra frais et chauffé a différentes tempéralures. 


TasLeEau II. 


NUMERO 


4 80° 


des tubes 


DOSES 
de venin 
en milligrammes 
VENIN CHAUFVFE 
VENIN CHAUFEFE 
a 100° 
VENIN CHAUFIE 


VENIN CHAUFVE 
VENIN CHAUFFE 
VENIN CHAUFFE 


Q- AGASGans socoeso 
OQ AOCnsasscesco 
Ge faqcms6nceeso 
OQ AGQMOAAANSE So 
QP (eleieiaielg ie Pioieie: 


0 
0 
0 
0 
0 
0 
0) 
ec 
C 
CG 
C 
G 
C 


Témoin. 


C, Coagulation totale; c, coagulation partielle; 0, absence de coagulation. 


Lieffet anticoagulant de notre échantillon étalon de Naja 
tripudians vis-a-vis du plasma de cheval se manifeste & partir 
de la dose de 0 milligr. 01. 

L’activité anticoagulante du venin n’est pas affectée par le 
chauffage & 60°; elle est Iégérement affaiblie entre 70° et 90°, 


considérablement diminuée a 100° et complétement éteinte 
& 120°. 


ANTIGENES DES VENINS ET ANTICORPS ANTIVENIMEUX 349 


Les plasmas de beeuf et de mouton sont beaucoup moins 
sensibles que le plasma de cheval & l’action anticoagulante du 
venin de Cobra; celle-ci, dans les mémes conditions expérimen- 


tales, ne s’exerce a leur égard, qu’a partir de la dose de 
0 milligr. 5. 


Mesure de l’action hémolytique. 


Nous élant rendu compte que la lysocilhine produite par le 
venin de Naja tripudians aux dépens du sérum de cheval, a la 
température de 37°, exercait son action hémolysante envers les 
globules rouges de cheval avec une intensité beaucoup plus 


Tasieau III. 


CHAUFFE 


NUMERO 

des tubes 

DOSES 

de venin 
enmilligrammes 
VENIN FRAIS 
VENIN CHAUFFE 
VENIN CHAUFFE 

A 700 

a 80° 
VENIN CHAUFFE 

a 90° 
VENIN CHAUFFE 

a 100° 


VENIN 


janjejacjen|=>jae)enjcn) 
janjenjecsen|cojan|=ajas 


— 
_ 


0, 000015 

0000008 

00000035 
0,.0000048 
0,0000005 
000000035 
0, 00000015 


H 
H 
H 
I 
H 
H 
H 
H 
H 
H 
H 
H 
H 
H 
H 
h 
0 
0 
0 
0 
0 


qjooococoococcocjocecqocc]e 


eceocos Ott emter 
SSS SS S'S Si Mien as 


Co 
o 
o 
So 


Témoin. . 0 


H, Hémolyse totale; h, hémolyse partielle; 0, obsence d’hémolyse. 


considérable a 0° qu’a 37° — comme c’est le cas, nous l’avons 
montré antérieurement, pour les venins de Vipera aspis et 
de Cerastes cornutus —- nos recherches sur le pouvoir hémoly- 
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tique du venin de Cobra ont élé effectuées en suivant la tech- 
nique précédemment expusée (V. premier mémoire, p. 318). 

Dans ces conditions expérimentales, l’activité du venin de 
Cobra se montre particulitrement puissante puisqu’elle est 
encore capable de révéler son effet & la dose infime de 
0 milligr. 000005, ainsi qu’on le verra dans le tableau III 
ci-dessus. 

Le pouvoir hémolytique du venin de Cobra résiste au chauf- 
fage a 60°-70°; il est a peine atténué & 80°, trés affaibli a 90° et 
complétement aboli a 100°. 

Dans les conditions de notre technique, malgré la présence 
de sérum de cheval, les globules rouges de boeuf et de mouton 
se sont montrés insensibles a l’action hémolytique du venin de 


Cobra. 


2° LES ANTICORPS DU SERUM ANTICOBRAIQUE 
(V. TRIPUDIANS). 


Nos recherches ont porté sur quatre sérums provenant de 
chevaux uniquement trailés par des svululions de venin de 
Naja, chauffées pendant une heure ala température de 61°, et 
injectées sous la peau. Ces animaux avaient respectivement 
regu, en tout, & la date od fut pratiquée la saignée ayant 
fourni les sérums étudiés, les quantilés de venin indiyuées 
ci-apres : 

Le cheval 881 : 10 gr. 253; 

Le cheval 882: 10 gr. 496; 

Le cheval 885 : 7 gr. 145; 


Le cheval 887: 1 gr. 920 sous forme d’anavenin et 9 gr. 060 
de venin, 


Détermination du pouvoir antitoxique. 


Les épreuves de titrage in vivo, entreprises pour mesurer la 
puissance antivenimeuse des sérums, ont été poursuivies paral- 
lélement chiz le lapin, le cobaye et la souris, par la méthode 
des mélanges de venin et de sérum, injectés & l'animal aprés 
une demi-heure de contact & la température de l'étuve. Chez 
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le lapin, les 6preuves ont été effectuées par la voie veineuse: 
chez le cobaye, par la voie veineuse et la voie sous-culanée; 
chez la souris, sous la peau seulement. 

Nous avons cherché ensuite a déterminer le pouvoir anti- 
toxique éventuel du sérum anticobraique a l’égard du venin 
de Vipére et du venin de Céraste et, inversement, des sérums 
antivipérins aspic et céraste vis-a-vis du venin de Cobra. 


l° Action antitoxique des sérums anticobraiques 
sur le venin de Naja Tripudians. 


EXpiRIENCES SUR LE LAPIN. 


Epreuve par la voie veineuse. 


Les épreuves ont é1é réalisées avec une quantité de venin de 
Naja tripudians représentant dix fois la dose minima mortelle, 
soit 2 milligrammes par kilogramme de poids vif. 

Le tableau suivant (IV) indique, pour chacun des sérums, 
Jes proportions limites de sérum qu'il a été nécessaire de 
mélanger & la dose d’épreuve pour en neutraliser la toxicité. 


Tasieau IV. 


a 


DOSE DE SERUM 


SORT DE L’ANIMAL 


éprouvés 
en grammes 
employée 
par milligramme 


éprouvé 


SERUM DU CHEVAL 
POIDS DES LAPINS 
en milligrammes 
QUANTITE DE SERUM 
en cent. cubes 
de venin 
en cent. cubes 


QUANTITE DE VENIN 


Mort en 35 minutes. 
Survit. 


Mort en 53 minutes. 
Survit. 


Mort en 3 heures. 
Survit. 


Mort en 1 h. 41/2. 
Survit. 
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D’aprés les résultats de ce titrage et sur la base de l’unité 
venimeuse gramme lapin-veine du venin de Naja tripudians 
(0 milligr. 0002), la valeur antivenimeuse des sérums dans le 
syst0me de cotation précédemment défini serait : 


PourlestsérumssSivet $82), un careeieeencees 5.000 unités antivenimeuses. 
Pourie sérumrss 71 = eee ee eee ween 2.500 unilés antivenimeuses. 
Pour le sémumisss Biko. eas ee ee eee 2.250 unilés antlivenimeuses. 


EXPERIENCES SUR LE COBAYE. 


Epreuve par la votre veineuse. 


La dose constante de venin utilisée, correspondant & six 
doses mortelles environ, a été de 0 milligr. 5 par cobaye de 
420-430 grammes. 

Le mélange venin-sérum était injecté dams la veine jugu- 
laire, aprés contact d’une demi-heure a la température de 
Vétuve. 

Les expériences ayant fourni les données retenues pour la 
détermination du pouvoir neutralisant des sérums sont résu- 
mées ci-dessous : 


eat 0 c.c. 3 de sér : é 5 mi : 
Sérum 884, 0 milligr. 5 de venin + a Bane i a ees _ aa pa 


lor) 


oO 


. 3 de sérum : mort en 3 heures. 


Sérum 882, 0 milligr. 5 de venin + be ede heruin oaee 


ae F 1c.c.idesé : ; 3 res. 
Sérum 885, 0 milligr. 5 de venin + | ihc Be Sake ? a Shears 


0 c.c. 8 de sérum : mort en 10 heures 
Sérum 887, 0 milligr. 5 de venin + environ. 


0 c.c. 9 de sérum : survit. 


Epreuve par la voie sous-cutanée. 


Les tiltrages sous la peau ont été effectués sur des cobayes 
pesant entre 420 et 450 grammes; la dose uniforme de venin 
adoptée pour ces épreuves a été de 1 milligramme, ce qui 
représente & peu prés dix fois la dose minima mortelle. 

Les résultats qui ont permis de fixer la dose neutralisante 
de nos sérums anticobraiques sont indiqués ci-apres : 
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0 c.c. 7de sérum : mort en une dizaine 
Sérum 881, 1 milligr. de venin + d’heures. 
0 c.c. 8 de sérum : survit. 
co 0 c.c. 7 de sérum : mort en une dizaine 
Serum 882, 1 milligr. de venin + Vheures. 
0 c.c. 8 de sérum : survit. 
2c.c. 5 de sérum : mort en une dizaine 
Sérum 885, 1 milligr. de venin + @heures, 
2 c.c. 6 de sérum . survit. 
2 c.c. 1 de sérum : mort en une dizaine 
Sérum 887, 1 milligr. de venin + @heures. 
2 c.c. 2 de sérum : survit. 


Exprimées en unités antivenimeuses, correspondant a la 
dose minima toxiqnue par gramme d’animal (cobaye veine : 
0 milligr. 0002; cobaye sous peau : 0 milligr. 00023), les données 
fournies par les titrages se lraduisent par les valeurs sui- 


vantes : 
: EPREUVE 
par voie sous-cutanée 
en grammes 
Se 
Cobaye veine Cobaye peau 


EPREUVE 
par vole veineuse 
en grammes 
Cobaye veine 


uni'lés unités unités 
OU AO Slee ernamreras at ng ern 6.250 6.250 4.000 
SCRUM oso tase cane ee 06250 6.250 4.000 
Sepuimaekhitn cay Wee eco ale 2.000 2.000 1.300 
SGLUIS S'la eo. ok Soa ry eke 2.500 2.250 1.500 


EXPERIENCES SUR LA SOURIS. 


La détermination du pouvoir antitoxique des sérums anti- 
cobraiques sur la souris blanche a été effectuée selon la méthode 
indiquée par A. Calmette, A. Boquet et L. Négre (Manuel 
technique de Microbiologie et Sérologie, 3° édit., p. 682). 


Trcaniout. — Nous avons choisi une quantité constante de venin de Cobra 
(0 milligr. 04) représentant quatre doses mortelles, soit VIII gouttes d'une 
solution de veninau 1/10.000. Cette dose d’épreuve additionnée de quantités 
progressivement croissantes (I goutte, II gouttes, IV gouttes, VI gouttes... 
jusqu’a XII gouttes) du sérum anticobraique a titrer, dilué au 1/10, était 
injectée, aprés une demi-heure de contact, sous la peau de souris pesant 
entre 18 et 20 grammes. Chaque mélange, effectué en double, comportait 
linjection de 2 souris. 

L’expérience était arrétée au bout de vingt-quatre heures. 
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Les résultats obtenus sont mentionnés dans le tableau sui- 
vant (tableau V). . 


Tasteau V. — Dose constante de venin de Naja tripudians : O milligr. 04. 


2) = 
i gigs 5 SERUM ANTICOBRAIQUE 
= 5a 80.5 
ZSaSps 
« O~ Oo 
Boe ee” , 
a g No 881 Ne 882 Ne 885 Ne 887 
oO oO 
. (+en3h. 05. |+en7h.45. |+en2h. 2% |+ en 2, h. 24. 
0,005 | +en 3h. 41. |+ dans la nuit.| Survivante. |+ en 2h. 314. 
| 
( +en 4h. 53. |+ en 7 heures.|+ en 2 h. 21. + en 2 h. 09. 
0,01 ( + dans la nuit. Survivante. |+ en 2h. 47. |+ en3 h. 49. 
| 
: ( + dans la nuit. Survivante. |+en3h. 31. |+ en 2 heat 
0,02 | Survivante. Survivante. Survivante. |+ en 2h. 40. 
| 5 3 
03 ( Survivante. Survivante. |+ en 5h. 23. |4+ en2h. 47, 
0,03 { Survivante. Survivante. |+ dans la nuit.|+ en 2 h. 52. 
| 
0 ( Survivante Survivante. Survivante. |+ en 5 h. 12. 
ts | Survivante.}| Survivante. Survivante. Survivante. 
“ {  Survivante.| Survivante. Survivante. Survivante. 
oes | Survivante.| Survivante. Survivante. Survivante. 
| z : 
{  Survivante.| Survivante. Survivante. Survivante. 
0,06 ) Survivante. Survivante. Survivante. Survivante. 
| 


Si Von retient comme seules valables les épreuves de neu- 
tralisalion ayant assuré la survie de 2 souris sur 2, les résultats 
mentionnés ci-dessus, transcrits en unilés antivenimeuses 
souris, correspondent aux valeurs suivantes : 

Sérum 881 : 2.640 unités; sérum 882 : 4.000 unités; 
sérum 885 : 2.000 unités; sérum 887 : 1.600 unités. 


Remargues Genoraces. — Rapprochons, pour les mieux com- 
parer, les résultals exprimés en unités antivenimeuses des 


expériences de litrage effectuées chez le lapin, le cobaye et la 
souris : 


; COBAYE 

NUMERO LAPIN SOURIS 
des voie teers aa. voie 

sérums veineuse he VOLS, sous-cutanée 

veineuse sous-cultanée 

881. 5.000 6.250 6.250 2.640 
S82 5.000 6.250 6.250 4.000 
885, 2,250 2.000 2.000 2.000 
887 2.500 2.500 2.250 41.600 
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On voit que les valeurs tirées des épreuves réalisées chez le 
Japin et le cobaye, traduisant, pour chacune de ces especes, le 
pouvoir antitoxique des sérums anticobraiques, montrent, dans 
ensemble, une concordance somme toute satisfaisante, élant 
entendu qu'il s’agit moins ici de fixer des valeurs absolues que 
d'apprécier des puissances relatives. Par contre, les chiffres 
exprimant les résultats des tilrages pratiqués chez la souris 
font ressortir, par rapporl aux précédents, des écarts notables 
dans l’ordre quantitatif et des divergences inacceptables dans le 
classement qualitatif. 

Ayant posé, en principe, au début de nos recherches, que 
les méthodes de titrage sur /e vif, ’animal d’expérience étant 
pris comme instrument de mesure, devaient seules servir de 
critére pour apprécier la valeur thérapeutique d’un sérum anti- 
venimeux, et les constatations précédentes montrant — ce 
qui avait déja été vu, avant nous, par d’aulres auteurs — que 
les espéces animales de laboratoire auxquelles on peut 
recourir pour procéder a cette évalualion, donnent du pouvoir 
antitoxique d’un sérum anticobraique des mesures qui ne cor- 
respondent pas toujours entre elles, la question se pose de 
choisir entre les divers organismes que l’on peut pratiquement 
utiliser & celte fin, ceux qui fournissent les indications les plus 
stires, les plus précises, les plus constanles. Nous considérons 
que les évaluations basées sur les épreuves effectuées sur la 
souris blanche sont sujeltes & caution en raison des chances 
d’erreur auxquelles exposent les dosages portant sur les trés 
minimes quanlités de réactifs que l’on peut mettre en jeu, eu 
égard a Ja faible masse de l’animal détecteur. 

Pour la raison inverse, nous pensons que lon doit accorder 
plus de confiance aux délerminations effectuées par l’intermé- 
diaire du lapin, et nous estimons que cel animal, éprouvé par 
voie veineuse, constitue, pour la mesure de la force antiloxique 
des sérums antivenimeux, le sujet de choix. 

C’est pourquoi nous avons donné la préférence au mode de 
titrage qui s’adresse a celte espéce animale pour nous rensei- 
ener sur les actions hétérologues dont il va étre question 


maintenant. 
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2° Action antitoxique du sérum anticobraique 
sur le venin de Vipera aspis. 


Le sérum anticobraique 882, neutralisant | milligramme 
de venin de Cobra a la dose de 1 cont. cube, neutralise 1 mil- 
ligramme de venin de Vipére aspic 4 la dose de 5 cent. cubes, 
lorsque l’épreuve est effectuée avec deux doses mortelles 
(0 milligr. 70 par kilogramme d’animal). Dans les mémes 
conditions, linjection du mélange comportant une proportion 
de 4 cent. cubes de sérum par milligramme de venin tue le 
lapin en trois minutes par coagulation massive du sang. 

Exprimé en unités antivenimeases, le pouvoir antitoxique 
du sérum 882 vis-a-vis du venin de Vipera aspis correspond & 
570 unités antivenimeuses (aspic-lapin veine). 


3° Action antitoxique du sérum anticobraigue 
sur le venin de Cerastes cornutus. 


Le sérum anticobraique 882 est impuissant & neutraliser 
4 milligramme de venin de Ja Céraste & corne a la dose de 
5 cent. cubes, lorsque le mélange venin-sérum comporte deux 
doses mortelles (1 milligramme par kilogramme); le lapin 
succombe alors en quatre minutes avec présence de caillots 
dans le cur, les veines cave et porte. 

Lorsque l’épreuve est faite avec une dose mortelle e venin 
(0 milligr. 5 par kilogramme), la neutralisation de 41 milli- 
gramme de venin de céraste est assurée par 10 cent. cubes 
du sérum anticobraique 882, mais non par 8 cent. cubes (1). 

Traduit en unités antivenimeuses, le pouvoir antitoxique du 
sérum 882 vis-a-vis du venin de Cerastes cornutus s’exprime 


par un chiffre voisin de 250 unités antivenimeuses (céraste- 
lapin veine). 


(1) 20 cent. cubes de sérum normal sont sans effet vis-a-vis de 1 milli- 
gramme de yenin de Vipeére aspic, de Céraste 4 corne ou de Cobra capel. 
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4° Action antitoxique du sérum antivipérin aspic 
sur le venin de Naja tripudians. 


Le sérum antivipérin aspic utilisé pour ces recherches pro- 
vient du cheval 862, titrant 9.500 unités antivenimeuses 
vis-a-vis du venin de Vipera aspis (V. premier mémoire, 
p. 320), et, au plus, 200 unités antivenimeuses vis-a-vis du 
venin de Cerastes cornutus (V. deuxitme mémoire, p. 178). 

Son pouvoir antitoxique a l’égard du venin de Naja tripu- 
dians est déterminé par les épreuves suivantes : contre une 
dose mortelle de ce venin (0 milligr. 2 par kilogramme), le 
lapin qui recoit dans la veine un mélange contenant une pro- 
portion de sérum correspondant & 15 cent. cubes par milli- 
gramme de venin de Cobra meurt en trois heures; le lapin qui 
recoit un mélange renfermant, pour 1 milligramme de venin, 
20 cent. cubes de sérum, résiste. 

Le sérum antivipérin aspic 862 titre donc, vis-a-vis du venin 
de Naja tripudians, environ 250 unités antivenimeuses. 


5° Action antitoxique du sérum antivipérin céraste 
sur le venin de Naja tripudians. 


Les essais ont 6té effectués avec le sérum anlivipérin 
céraste 895, titrant 5.000 unités antivenimeuses vis-a-vis du 
venin de Cerastes cornutus et 570 unités antivenimeuses 
vis-A-vis du venin de Vipera aspis (V. deuxiéme mémoire, 
b-21 719). 

Dans les épreuves portant sur une seule dose mortelle de 
venin (0 milligr. 2 par kilogramme), 20 cent. cubes de sérum 
antivipérin céraste 895 n’arrivent pas 4 neutraliser, pour le 
lapin injecté par voie veineuse, 1 milligramme de venin de 
Cobra. On peut en conclure que l’activité antitoxique du 
sérum 895, si elle n’est peut-étre pas tout a fait nulle & J’égard 
du venin de Naja tripudians, est, & vrai dire, insignifiante. 

Le tableau suivant rapproche les valeurs des pouvoirs anti- 
venimeux des sérums expérimentés a l’égard des trois sortes 


de venins étudiés. 
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EN UNITES 
antivenimeuses 
EN UNITES 
antivenimeuses 


V. Aspic 
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Sérum 882 anticobraique (Naja tripudians). . . 
Sérum 862 antivipérin (V. aspis).... . 
Sérum 8$5 antivipérin (C. cornutus) 


: 


Détermination du pouvoir anticoagulant. 


Pour apprécier dans quelle mesure les sérums anticobraiques 
s’opposent 4 la manifestation du pouvoir anticvagulant du 
venin de Cobra, nous avons opéré de la maniére suivante : 


Tecunique. — Réaclifs. 1o Sérum de cheval normal, chauffé pendant une 
heure a 58° et citraté a1 p. 100; 

2° Sérum anticobraique chauffé pendant une heure a 58° et citraté a 
4 p. 100. Dilutions au 1/5; au 4/50, au 4/500 du sérum anticobraique, chauffé 
et citraté, dans le sérum de cheval normal chauffé et citraté; 

3° Solution de venin de cobra au 1/500; 

4° Plasma de cheval citraté ; 

5° Solution de CaCl? au 1/50 ; 

Procédé. — On verse, dans une série de 11 tubes a hémolyse stérilisés, a 
l'aide de la pipette compte-goultes, successivement : 

4° II gouttes, VII goultes, X gouttes des dilutions de sérum anticobraique 
au 1/500, au 41/50, au 1/5, V et X gouttes de sérum anticobraique non 
étendu, de maniére a avoir dans la série des tubes des quantilés croissantes 
de sérum anticobraique a titrer, soit: 0 c.c. 0003; 0 c. c. 0007; 0c. c. 001; 
0 ec. 0035 0 "eres O0T;0 cs Gr 0d: Orese. Us 0rceen 01 Orc meet mOsG aceon 
0c. c. 50. On compléte le volume au 1/2 cent. cube en ajoutant le nombre de 
goultes nécessaires de sérum de cheval normal chauffé et citraté; 

2° Dans chaque tube, V gouttes de la solution de venin de cobra. Aprés 
mélange, on place les tubes & l’étuve A 37° pendant une demi heure pour 
permettre la fixation de lanticorps sur l'antigéne. 

Deux tubes contenant chacun X gouttes de sérum normal chauffé citraté, 
Yun V gouttes de la solution de venin, l'autre V gouttes d’eau physiologique 
servent de témoins. 

On verse ensuite, dans chaque tube, 2 cent. cubes de plasma de cheval 
citraté et le nombre de gouttes de la solution de CaCl? (déterminé dans un 
essai préalable, comme ila été dit ci-dessus, A propos du titrage du pouvoir 
anlicoagulant du venin) nécessaire pour obtenir la coagulation du plasma 
en une demi-heure. On replace les tubes a l’éltuve A 37° et on procéde ala 
lecture de la réaction aprés une heure et aprés deux heures. 
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L’effet empéchant exercé par les sérums anticobraiques 
est indiqué par la coagulation du plasma et sa mesure 
par la quantité minima de sérum uanticobraique contenue 
dans les mélanges complétement coagulés au bout de deux 
heures. 

Les résultats de cette 6épreuve sont consignés dans le tableau 
ci-dessous (tableau VI). 


Tasieau VI. 


SERUMS 


Ne 882 N° 887 
NUMEROS 


des tubes 


a 2,10 ~* (4/50.000) 


mises en contact 
avec V gouttes de venin 
avant l’addition du plasma 
en centimétres cubes 


Lecture 
aprés 1 heure 
Lecture 
Lecture 
aprés 1 heure 
Lecture 
aprés 2 heures 
Lecture 
aprés 1 heure 
Lecture 
aprés 2 heures 
Lecture 
aprés 1 heure 
Lecture 
aprés 2 heures 


DOSES DE SERUM ANTICOBRA 
aprés 2 heures 


=) Sp) Gon (ea) Ge 
ANAAA 


SS I) @leleie! 
Soro Sooo Oa oe@ 
Ses SiS Sle (ie) 
— TT ele lene) 


Tel @ lel elele) 
Seceocoonnnn 


4 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 
0 
4 


a 
ocooon ea 


Témoin 1, X gouttes de sérum normal + V gouttes de venir au 1/50.000; 0, apres 
2 heures; témoin 2, X gouttes de sérum normal + V gouttes eau physiologique, C aprés 


1/4 d@heure. : ; : 
C, Coagulation tolale; c, coagulation partielle; 0, absence de coagulation. 


On y voit que, par rang d’activité décroissante de leur 
faculté anticoagulante, les sérums anticobraiques titrés par 
cette méthode se classent dans l’ordre suivant: sérum 885, 
sérum 887 et sérum 882, sérum 881. 

‘Il n’y avait pas lieu d’examiner, & ce dernier point de vue, 
action des sérums antivipérins puisque |’action anticoagu- 
lante des venins de Vipéridés étudiés jusquici, ne s’exergant 
pas par le méme mécanisme que celle du venin de Cobra, 
ne saurait dépendre du méme antigéne]. 

Annales de l'Institut Pasteur, t. 56, n° 5, 1936. 35 
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Détermination du pouvoir antihémolytique. 


L’évaluation du pouvoir antilysocythinogéne des sérums anti- 
cobraiques a été faite par la méthode précédemment décrite 
(V. premier mémoire, p. 325). Les résultats obtenus sont ins- 
crits dans le tableau ci-dessous. 


TasiLeau VII. 


EEE, 


al 
B a RESULTATS APRES UNE DEMI-HEURE DE SRJOUR A 0° 
rE Saisie! 
> Og » wR 
os SS Se Sérums 
es ea =? Sérums anticobraiques antivipérins 
p <8O0naqa,0 
NUMEROS toe es 
Por kao 
des tubes = 2 S Boak <H 8 
a 3 WS Ss Cc oO 
Arana = BG = R Ney > oe sy 
Bis oS ache 3th | ts een ee de 2 
aos a ° ° oS o a2) = 
BAe ss 3 4 e a = 
ee pane 
[= 
Le) Cae ees 0,05 0 0 0 0 h H 
ae oe See RF 0,025 0 0 0 0 H H 
Bh. 4 Seis chee 0,04 0 0 0 0 H H 
UY me, CREA 0,007 0 0 0 0 H H 
Obs See oie 0,003 h 0 0 0 H H 
Oe Re eee 0,001 H h 0 H H H 
CS sc Phe: oat. ae 0,0007 H H h H H H 
OF ee ae oe ee 0,0003 H H H H H H 
hte ee) ee ee 0,0004 H H H H H H 
LORS Sect ee 000007 H H H H H H 
LRP se ea ee 0,00003 H H H H H H 


Témoin 1, X gouttes de sérum normal + V gouttes venin Cobra au 1/100.000 : H; témoin 
2, X gouttes sérum normal -++ V gouttes venin Aspis au 1/100.000 : H; témoin 3, X gouttes 
sérum normal + V gouttes venin Céraste au 1/100.000 : H; témoin 4, X gouttes sérum 
normal + V gouttes eau physiologique : 0. 

H, Hémolyse totale; h, hémolyse partielle; 0, absence d’hémolyse. 


Les écarts de puissance antihémolytique entre les divers 
sérums anticobraiques soumis au titrage permettent de les 
classer, par rang de valeurs décroissantes, dans l’ordre sui- 
vant : sérum 885, sérum 882, sérum 887, sérum 881. 

La lecture du tableau VIII montre, d’autre part, que le 
sérum anticobraique 885, possédant le pouvoir antihémoly- 
lique le plus marqué & V’égard du venin de Naja tripudians, 
empéche aussi trés nettement l’hémolyse due & l’action des 
venins de Vipera aspis et de Cerastes cornutus. 
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Par contre, des sérums antivipérins possédant un pouyoir 
hémolytique s’exercant aussi bien & l’encontre du venin de la 
Vipére aspic que de la Céraste & corne n’offrent, a l’égard du 
venin de Cobra (tableau VII), qu’un effet empéchant a peine 
ébauché (sérum antivipérin aspic 874) ou nul (sérum antivi- 
périn céraste 895), absence de réciprocité qui peut tenir au fait 
que les venins de Vipére et de Céraste sont moins richement 
pourvus en facteur antigénique commandant le processus 
hémolytique que le venin de Cobra. 


TaBLeav VIII. 


RESULTATS 


DOSES DE SERUM ANTI-COBRA : : ; 
aprés une demi-heure de séjour A 0° 


mises en contact 


NUMEROS 


des tubes 


pendant 1 heure 4 37° 
avec V gouttes de venin 
au {/(00.000 avant l’addition 
des globules rouges 
en centimétres cubes 


Sérum 
anti-Cobra 
885 
sur venin 
de Cobra 


Sérum 
anti-Cobra 
885 
sur venin 
de V. Aspis 


Sérum 
anti-Cobra 
885 
sur venin 
de Céraste 


0,05 
0,025 
0,01 
0,007 
0,003 
0,004 
0,0007 
00003 
0,0004 
000007 
000003 


Rote ee re oo Sees) 
Cote mmtocoss 


Témoins 1, X gouttes sérum normal + V gouttes venin Cobra au 1/100.000 : H; témoins 
2, X gouttes sérum normal + V gouttes venin Aspic au 1/100.000 : H; témoin 3, X gouttes 
sérum normal + V gouttes venin Céraste au 1/100.000: H; témoin 4, X gouttes sérum 
normal + V gouttes eau physiologique : 0. = 

H, hémolyse totale; h, hémolyse partielle; 0, absence dhémolyse. 


Pouvoirs précipitant et floculant des sérums anticobraiques. 


Les sérums anticobraiques donnent lieu, en présence des 
solutions de venin de Naja tripudians, au phénoméne de pré- 
cipitation; plus rarement, au phénoméne de floculation. Le 
tableau suivant (IX) indique les réactions obtenues en sui- 
vant la technique décrite dans notre premier mémoire. II est 
& noter que le sérum 881 montre deux zones de précipitation. 

Pas plus que dans les essais réalisés avec les sérums antivi- 
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TasLeau IX. 


SERUM VENIN RAPPORT SERUMS ANTICOBRAIQUES 
antivenimeux| de Cobra Venin 


en en =3 
cent. cube gramme nek sea No gai | No 882 | No 885 | No 887 


NUMEROS 


des tubes 


4/10 
4/25 
1/50 
1/75 
1/100 
4/133 
4/200 
4/400 
4/1000 
1/1.333 
1/2.000 
1/4.000 


’ 
? 
? 
d 


<i — i) 


i 
Shoocosscos: 


0 
0 
0 
0 
4 
1 
4 
4 
1 
4 
4 
1 


eeseococoet Ses oc]e 
ececocoontestco 
cocoot3s ett coo 


p, légére opacification; P, précipitation nettle; Fi, floculation initiale. 


périns, les expériences poursuivies n’ont montré de relation 
entre le pouvoir précipitant ou floculant des sérums anti- 
cobraiques et le pouvoir antitoxique. 

Nous n’avons pas été plus heureux en opérant sur les solu- 
lions de venin de Cobra chauffées et débarrassées par la centri- 
fugation des matiéres protéiques coagulées. 


* 


* * 


Les résultats des divers essais de titrage rapportés ci-devant 
montrent qu'il en est des sérums anticobraiques comme des 
sérums antivipérins antérieurement étudiés: ni leur pouvoir 
anticoagulant, ni leur pouvoir antihémolytique ne correspon- 
dent & leur puissance antitoxique et les réactions de précipita- 
tion ou de floculation ne fournissent aucune indication en rap- 
port avec leurs propriétés antivenimeuses. De l’ensemble des 
recherches effectuées jusquici se dégage done la conclusion 
que l’on ne posséde, & l’heure actuelle, d’autre moyen de juger 
activité thérapeutique des sérums antivenimeux que celui 
basé sur la délermination de la dose de sérum nécessaire et 
suffisante pour annihiler les effets mortels du yenin chez un 
animal d’expérience convenablement choisi. 
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Nous avions déja constaté que la souris blanche ne se pré- 
tait pas au titrage des sérums antivipérins; nous venons de 
voir qu'elle se préte mal au titrage des sérums anticobraiques. 
Nos essais établissent que, pratiquement et d’une facon géné- 
rale, c’est le lapin, éprouvé par la voie veineuse, qui permet 
d’apprécier avec le plus de rapidité, de fidélité et de précision, 
la valeur thérapeutique des sérums antivenimeux. 

Dans le mémoire précédent, nous avons montré que |’action 
antitoxique d’un sérum antivipérin n’était pas limitée au 
venin de serpent employé pour sa préparation et qu'elle 
pouvait s’étendre, en mode mineur, au venin d’une aulre 
espéce de Vipéridé. Nous montrons aujourd’hui que l’ac- 
tivité du sérum anticobraique (NV. ¢ripudians) s’exerce non 
seulement a |’égard du venin de Cobra, mais aussi 4 un moindre 
degré, envers les venins de la Vipére d’Europe et de la Céraste 
d’Egypte. Nous avons vu, d’autre part, que le sérum antivi- 
périn aspic n’est pas dépourvu de propriétés antitoxiques vis- 
a-vis du venin de Cobra. 

Ces constatations, démontrant la présence dans les sérums 
antivipérins et anticobraiques d’anticorps partiels qui leur 
sont communs, prouvent par récurrence qu'il existe des élé- 
ments antigéniques communs, liés aux facteurs toxiques, dans 
des venins provenant d’espéces aussi éloignées l’une de 
Vautre que le sont les prototypes des deux familles de serpents : 
Vipéridés et Colubridés. Notons qu’il ne peut s’agir ici, comme 
c’était le cas pour les sérums antivipérins aspic et céraste, 
d’une mutualité correspondant a Videntilé du principe diasta- 
sigue coagulant contenu dans les venins, puisque le venin de 
Naja tripudians, étant dépourvu de ce principe, la coagulation 
du sang ne joue aucun role dans l’envenimation cobraique. 
Par ailleurs, les expériences réalisées & propos de la détermi- 
nation du pouvoir antihémolytique hétérologue du sérum 
anticobraique portent 4 croire qu’il existe une certaine confor- 
mité dans la constitution antigénique des lipoidases des 
venins de Cobra et celles des venins de Vipére et de Céraste, 
dont nous avons montré l’identité. 

Il apparait a la lumiére de tous ces faits que les venins étu- 
diés par nous — et vraisemblablement tous les venins de 
serpents — sont constilués, selon l’expression imagée de 
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notre regretté Maitre Maurice Nicolle, par une mosaique 
d antigénes dont les diverses piéces peuvent différer dans leur 
nature et leur agencement, l’une d’elles étant susceptible 
d’imprimer, par sa prédominance, un caractére typique 4 
certains venins, mais dans ces assemblages se trouvent certai- 
nement des morceaux communs, aussi bien du cdté des élé- 
ments supportant les propriétés toxiques que parmi les élé- 
ments supportant les propriétés diastasiques. 

Cette notion, appuyée par les travaux de Moritsch (4927), 
Krauss (1928-1929), Otto (1927-1929) et J. Vellard (1930), 
relatifs & l’action antitoxique de divers autres sérums anti- 
venimeux a l’égard de venins hétérologues, fait rejoindre, dans 
une opinion moyenne, les conceptions opposées émises jadis 
par Calmette et Arthus concernant la spécificité des sérums 
antivenimeux. 

Des recherches, actuellement en cours, sur les propriétés 
des sérums antivenimeux mixtes, obtenus a l’aide du mélange 
de deux sortes de venins, l'un de Vipéridé (Bitis artetans), 
Vautre de Colubridé (Sepedon hamachates), qui feront l’objet 
d’un prochain mémoire, montreront mieux encore les corré- 
lations existant dans la constitution antigénique des venins 
de différentes espéces de serpents. 


LE ROLE DE LA SAPONINE 
DANS LA VACCINATION ANTICHARBONNEUSE 
GLUCOSIDEE 


par P. HOMUTOV. 


(Laboratoire national de recherches, Alfort.) 


Depuis quelques années, les conditions d’obtention d’une 
immunisation active contre le charbon bactéridien ont été 
objet de modifications radicales. Cest ainsi qu’ont été propo- 
sées des techniques faisant usage d’antigénes virulents. On a 
constaté, en effet, que la vaccination obtenue avec les corps 
bactériens tués ou atténués est moins prononcée que celle qui 
succéde & l’inoculation de souches virulentes et on a voulu pro- 
fiter de cet avantage lorsqu’il s’agit de réaliser une prophylaxie 
pratique de cette maladie. 

Mazzuchi, en avril 1929, a publié les premiers résultats 
obtenus par la vaccination des animaux contre le charbon 
bactéridien en employant son vaccin « Carbozoo » constitué 
par des germes et des spores virulents. 

Ce vaccin, dont la technique de préparation a été publiée 
ultérieurement, représente, d’aprés l’auteur, « une souche de 
deuxiéme vaccin Pasteur forte » (maintenue a un degré d’atté- 
nuation déterminé) récoltée sur gélose et mise en suspension 
dans l’eau physiologique saponinée au taux de 20 p. 100. Cette 
quantité de 20 p. 100 a été réduite plus tard 410 p. 100 et der- 
nierement jusqu’a 1 p. 100: elle représente la formule actuelle 
de ce vaccin. 

Mais si la préparation du « Carbozoo » a subi des modifica- 
tions en ce qui concerne le taux de la saponine additionnée, 
Vexplication du mécanisme de la production de l’immunité 
active est restée basée sur des données connues et établies 
depuis les premiéres expérimentations. 

Mazzuchi explique la production de l'immunité anticharbon- 
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neuse active par la présence de la réaction inflammatoire cedé- 
mateuse provoquée par le pouvoir irritatif et toxique de la sapo- 
nine qui existe dans le vaccin injecté. 

D’apres lui, la réaction immédiate des tissus, consécutive a 
l’introduction du vaccin anticharbonneux saponiné, est repré- 
sentée par un cedéme local gélatineux qui se condense en vingt- 
quatre heures, faisant place & une infiltration pateuse et assez 
dure se résorbant & la longue. 

Ainsi, les conditions essentielles de la production -d’une 
immunité active et de longue durée ont élé acquises : les 
germes virulents inoculés se résorbant lentement dans la suite 
en méme temps que disparait la réaction locale. 

Hruska, en mars 1931, a publié les premiers résultats obtenus 
dans la vaccination contre le charbon bactéridien avec la bac- 
téridie non atlénuée. Aprés avoir constaté que le liquide 
d’cedéme charbonneux, stérilisé par le formol, produit une 
réaction nécrosante suivie d’une immunilé solide, il a cherché, 
pour la vaccination des grands animaux, un produit nécrosant 
sans action aucune sur la virulence de la bactéridie. 

Il a choisi la saponine (Saponicum purissimum album) déli- 
vrée par la maison Merck, utilisée par Mazzuchi, depuis 1929, 
pour la préparation du « Carbozoo », qui, injeclée sous la peau 
des animaux en solution aqueuse, détermine un cedéme déli- 
mitant une escarre qui guérit spontanément, et l’a incorporée 
dans la suspension des bacilles ou spores virulents (deuxiéme 
vaccin) en eau physiologique. Ila ainsi créé un vaccin saponiné 
qui, plus tard, a été appelé « vaccin glucosidé ». Le taux de la 
saponine de 10 p. 100, quwil était au début, se trouve actuelle- 
ment réduit 4 1 p. 100. Hruska a réussi en méme temps & 
démontrer que la digitonine est plus active que la saponine et 
quelle peut la remplacer & un taux moins élevé. Avec ce vac- 
cin glucosidé, il réussit & immuniser les grands animaux 
contre le charbon bactéridien. 

Les travaux de ces deux expérimentateurs ont été repris 
dans le monde entier et un grand nombre de chercheurs ont 
confirmé leurs résultats. Belfanti (1929), Alessandrini (4929), 
Hruska (1931), Gerlach (1934), Troger (1932), Eicchorn et 
Lyon (1934) et Manley (1934) ont obtenu les mémes résultats 
que Mazzuchi avec le « Carbozoo ». D'autre part, Staub (1932) 
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et Huber (1934) ont analysé le mode d’action de la bactéridie 
glucosidée de Hruska, et si le premier s’est montré comple- 
tement défavorable aux résultats obtenus par l’auteur, le 
deuxiéme, au contraire, retient l’efficacité du vaccin. 

Pour tous ces expérimentateurs, l’immunilé anticharbon- 
neuse active est la conséquence d’une résorption retardée et 
prolongée qui permet au pouvoir antigene des germes viru- 
lents de se manifester. Cette circonstance favorable est due a 
existence de la réaction cedémateuse locale provoquée par la 
saponine ou la digitonine (Hruska, Wuber) et son pouvoir inhi- 
biteur est si grand qu il ne permet pas la généralisation. 

Cependant, le fait de la réduction du taux de la saponine 
démontre qu’on a constaté l'inopportunité d’une concentration 
trop forte qui provoque une réaction tissulaire trés accusée : on 
obtient de meilleurs résultats avec une concentration moins 
grande. En réalité, les travaux de 1934 ont montré que la 
production de l'immunité active est inversement proportion- 
nelle 4 la réaction locale, c’est-a-dire a la concentration de la 
saponine. 

L’immunité acquise est plus grande si, aprés l’injection, on 
constate seulement une réaction cedémateuse. Si l’on arrive au 
stade soit de la nécrose, soit de l’abcédation, on constate non 
seulement l’absence d’immunité, mais encore la production 
d’une infection charbonneuse d’inoculation (Staub, Huber). 

Ce fait nous permet d’entrevoir la contradiction de cette 
observation avec le principe méme de la théorie invoquée. Si 
la réaction inflammatoire cedémateuse est tellement indispen- 
sable pour la production de ’immunité, pourquoi est-elle indé- 
sirable lorsqu’elle atteint un degré trés accusé? 

Si l’on relie les données qui ressortent des premiers travaux 
de Mazzuchi, Hruska et de tous ceux qui se sont occupés de 
cette question, on voit que l’immunité est d’autant plus forte et 
d’une durée d’autant plus longue que la réaction locale est plus 
accusée sans toutefois que le degré de celle-ci soit précisé. 

Dans leurs travaux, Staub et Huber n’aboutissent pas aux 
mémes conclusions. Staub a constaté que les lapins inoculés 
par voie sous-cutanée avec le premier vaccin de Hruska qui 
contenait 10 p. 100 de saponine ne présentent l’immunilé que 
trés exceptionnellement (1/14); la saponine, dans ce vaccin, 
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empéche la généralisation permettant une infection larvée vac- 
cinale. A cette concentration, elle produit chez le lapin une 
réaction inflammatoire cedémateuse notable qui se termine 
toujours par une perte de substance, par une nécrose au 
point d’injection ; on peut méme quelquefois constater l’abcé- 
dation. 

Huber fait, chez la chévre, les mémes constatations en utili- 
sant le vaccin de Hruska qui contient 5 p. 100 de saponine. En 
effet, 2 la dose de 0 c.c. 3, ce vaccin ne provoque pas chez elle 
une immunité suffisante, car elle succombe 4 la réinfection de 
controle. Ii faut noter, dans ce cas, que la réaction locale se 
traduit par une nécrose marquée. Chez le lapin, avec la méme 
dose de ce vaccin, il provoque l’infection charbonneuse avec 
mortification locale. 

Les résultats, obtenus par Huber avec le vaccin de Sibolka 
(concentration en saponine de 10 p. 100) ne sont pas concluants, 
car celui-ci provoque, non seulement une réaction locale grave, 
mais méme le charbon d inoculation. 

Chez les autres animaux (bovidés, équidés, ovidés), on con- 
state, au contraire, un degré d’immunité active. Mais, il faut 
noter que, chez ces animaux, la réaction locale est moins 
accusée se limitant & un cedéme gélatineux étendu et se termi- 
nant trés rarement par la nécrose ou l’abcédation. 

De toutes ces données, il ressort ]’existence d'une relation 
entre la réaction locale et la production de l’immunité. Une 
réaction locale limitée peut assurer une immunité solide, alors 
que celle, plus violente, qui atteint le stade de la nécrose ou de 
Vabcédation, est médiocre ou nulle, permettant parfois l’évo- 
lution du charbon expérimental. 

Toutes les recherches sur l’efficacité des vaccins préparés par 
Mazzuchi ou Hruska, effectuées par la majorité des expérimen- 
tateurs, ont été faites avec les vaccins préparés par les auteurs. 

Mais le travail le plus récent, et, semble-t-il, le plus complet, 
effectué avec le « Carbozoo » par Kicchorn et Lyon, présente 
une particularité spéciale par ce fait que les auteurs ont réduit 
le taux de la saponine jusqu’a 5 et méme 2 p. 100, Ils signalent 
Veffet favorable de cette réduction par la diminution notable 


de la réaction inflammatoire locale et par l’obtention d'une 
immunilé active trés accusée. 
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Le vaccin, saponiné au taux de 5 p. 100, provoque encore 
une réaction locale accusée, mais tous les animaux vaccinés 
résistent 4 la réinfection; le taux de 2 p. 100 met & l’abri d’une 
réaction tissulaire excessive, permet aux animaux vaccinés 
d’acquérir une plus grande résistance & la réinfection et sup- 
prime les accidents. 

Tous les faits cités ci-dessus ont abouti seulement & faire 
réduire considérablement la concentration du taux de la sapo- 
nine sans apporter une donnée nouvelle permettant d’expliquer 
la production de limmunité. 

Mazzuchi, dans un rapport sur cette question au Congrés de 
New-York, donne des conclusions que nous croyons utile de 
rappeler : 

La vaccination par le « Carbozoo » permet de localiser, au 
point d’inoculation, des bactéridies possédant un certain degré 
de virulence et d’obtenir une absorption lente de l’antigéne 
capable de donner une immunité active forte. La saponine, qui 
se trouve dans ce vaccin, ralentit la diffusion des germes et 
l’absorption de leurs toxines ; par son action hémolysante mar- 
quée, elle détermine la production de ’cedéme gélatineux qui 
constitue la barriére défensive. 

Nous voyons ainsi répéter des données sur lesquelles nous 
avons attiré l’attention plus haut. Il semble done intéressant 
de tenter d’étudier les choses de plus prés afin d’arriver a 
éviter cette critique. 

Nous nous sommes basé sur le fait que la réduction du taux 
de la saponine diminue la réaction locale, permettant ainsi la 
production d’une immunité plus forte et sur cette observation 
de Staub quin’a pas réussi a obtenirchez le lapin une immunité 
prononcée avec un vaccin saponiné au taux de 10 p. 100. 

Nous avons, en effet, pensé mettre en évidence in vitro 
laction de la saponine sur le développement de la bactéridie 
charbonneuse, préciser le rdle de lcedéme gélatineux post- 
vaccinal et donner ainsi l’explication du processus d’immuni- 


sation. 
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Recherches personnelles. 


I. — AcTION DE LA SAPONINE 
SUR LE DEVELOPPEMENT DE LA BACTERIDIE CHARBONNEUSE 
« IN VITRO ». 


Dés le début, nous avons supposé que la bactéridie ou la 
spore charbonneuse existant dans un vaccin saponiné, peut 
se trouver dans deux situations différentes : 

a) Dans Pune d’elles, il s’agit de germes placés en présence 
de la saponine de constitution intégrale, c’est-a-dire non 
modifiée qui, par conséquent, empéche leur pullulation, en 
vertu de son pouvoir inhibiteur (toxique). 

6) Dans l'autre, cette saponine a a subir l’action hydroly- 
sante de diastases oxydantes et se transforme en sapogénine 
+ sucre. A partir de ce moment, la multiplication microbienne 
devient possible et celle-ci, & son tour, contribue & accentuer 
le phénoméne d’hydrolyse. 

Si, in vivo, dans l’application de la vaccination par vaccin 
sapcniné, ces phénoménes successifs se produisent, on com- 
prend facilement le mode d'action de cette intervention. 

Pour expliquer et surtout pour mettre en évidence cette facon 
de voir, nous avons entrepris des recherches sur l’action de la 
saponine vis-a-vis de la bactéridie charbonneuse virulenle 
in vitro. 

La souche de B. anthracis qui a servi & nos recherches, était 
d'une extréme virulence et a été mise & notre disposition par 
le D" Goret (4). 

L’action nocive de la saponine, vis-a-vis de la bactéridie 
charbonneuse, a été mise en évidence zn vitro par l'emploi de 
deux milieux nutritifs spécialement préparés : bouillon et 
gélose peptonés que nous avons additionnés de saponine & des 
taux variant de 0 gr. 5 & 4 p. 100. 


(4) Cette souche provient de la collection du Dr Staub, de l'Institut 
Pasteur. 
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Bouillon saponiné. 


Notre milieu liquide représentait un bouillon nutritif au 
pH 7,4, saponiné au taux de 0,5 p. 100, 1 p. 100, 1,5 p. 100, 
2 p. 100, 2,5 p. 100, 3 p. 100, 3,5 p. 100 et 4 p. 100. Nous 
avons obtenu ainsi 8 variétés de bouillons qui ont été répartis 
dans des tubes a essai & raison de 10 cent. cubes rigoureuse- 
ment mesurés pour chacun. Nous avons préparé en méme 
temps des tubes & essai contenant le méme bouillon, mais 
sans saponine, toujours a raison de 10 cent. cubes par tube. 

La saponine additionnée provenait de la Société centrale de 
Produits chimiques a Paris et était complétement soluble don- 
nant une solution transparente jaune foncé. Cette teinte était 
proportionnelle & la concentration : la nuance la plus foncée 
correspondait 4 la concentration la plus forte. La stérilisation 
du bouillon saponiné ou non a été effectuée a Vautoclave a 
100-105° pendant une demi-heure. Le chauffage s’effectuait de 
fagon & ne pas dépasser 105°, la saponine pouvant se décom- 
poser en sapogénine insoluble et en sucre soluble sous l’action 
de la température élevée et en présence du pouvoir réducteur 
du bouillon. Par suite de l’élévation de la température, le sucre 
ainsi obtenu peut se caraméliser. 

Tous les tubes présentant le moindre précipité brun 
étaient rejetés parce que ne contenant pas la quantilé initiale 
de saponine active (1). Aprés la stérilisation, les tubes ont été 
fermés avec des capuchons en caoutchouc afin d’empécher 
l’évaporation du milieu et conservés a la glaciére 4+ 2°. 

Avant d’étre utilisés, les tubes étaient portés a l’éluve a 37° 
ot ils séjournaient pendant vingt-quatre heures pour assurer 
leur stérilité et constater s'il ne s’y produit pas de change- 
ment physico-chimique. Nous n’avons jamais constaté de pré- 
cipitation de la sapogénine a I’étuve, méme si les tubes y 
restaient pendant sept jours. Les tubes relirés de l’étuve 
vingt-quatre heures plus tard complétement limpides, nous 
servaient & l’ensemencement de la bactéridie charbonneuse. 

La semence était toujours fournie par une culture de qua- 


(1) Une saponine impure donne toujours une solution visqueuse qui 
apres stérilisation, devient gélatineuse et contient des flocons blancs. 
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rante-huit heures sur gélose ordinaire de notre souche viru- 
lente de B. anthracis mise,en suspension dans du bouillon 
ordinaire. La suspension bactéridienne était obtenue @ raison 
de 100 cent. cubes de bouillon pour un tube culture sur gélose. 
Avec la méme pipette, nous avons ensemencé, en déposant 
II gouttes de notre semence fraichement préparée et bien 
homogéne, 5 séries de tubes de bouillon saponiné @ des taux 
variables. Chaque série comprenail 8 tubes de bouillon saponiné 
et 2 tubes de bouillon ordinaire servant comme témoins. L’un 
des témoins était ensemencé le premier et l’autre, le dernier, 
aprés ensemencement des tubes contenant le bouillon saponiné. 

Cette opération effectuée, les 5 séries de tubes ont été capu- 
chonnés et placés & l’étuve a 37° pendant un temps variable. 
La premiere série a été retirée aprés un séjour de six heures 4 
Pétuve et immédiatement formolée au taux de 1 p. 100. Nous 
avons procédé de la méme facon pour les autres séries de tubes : 
aprés huit heures pour la deuxitme, aprés seize heures pour la 
troisiéme, aprés vingt-quatre heures pour la quatriéme et aprés 
quarante-huit heures pour la cinquiéme. Aprés addition du 
formol, les tubes étaient & nouveau capuchonnés en assurant 
le mélange du formol par agitation. 

Macroscopiquement, on n’a rien pu constater dans les tubes 
de la premiére série, & peine décelait-on un léger trouble uni- 
forme des tnbes (émoins. Dans les tubes des deuxiéme et troi- 
siéme séries, le trouble était plus prononcé dans les tubes 
témoins, tandis que ceux contenant le bouillon saponiné pré- 
sentaient un dépédt floconneux. Dans les tubes de la troisiéme 
série on constatait déja un début de précipitation de la sapogé- 
nine 14 surtout ot la saponine existait aux taux de 2,5 p. 100, 
3p. 100, 3,5 p. 100 et 4 p. 100. Dans les quatriéme et cinquiéme 
séries, le bouillon saponiné était & peu prés limpide et conte- 
nait un dépdt floconneux mélangé & un précipité jaune brun. 
Par homogénéisation, on obtenait facilement un trouble uni- 
forme, surtout en présence de saponine, tandis que le dépot 
floconneux des tubes témoins était trés difficile & dissocier. On 
constatait, en outre, en ce qui concerne le degré du dévelop- 
pement bactéridien, une différence nette allant en décroissance 
des tubes témoins & la concentration la plus élevée en sapo- 
nine. Dans toutes les séries, la différence entre les tubes 
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témoins et ceux contenant 0,5 p. 100 de saponine était relati- 
vement peu accusée. Cependant, on constatait le phénoméne 
de l’auto-agglutination depuis le début de la pullulation. 

Les frottis effectués en partant de ces cultures saponinées, 
colorés par les méthodes usuelles, nous ont permis de cons- 
tater que les bactéridies présentaient des chaines moins longues 
et surtout des formes d’inyolution. Nous avons méme vu des 
formes géantes qui ne ressemblaient aucunement & la forme 
type de B. anthracis ensemencé. La sporulation a été constatée 
dans tous les tubes des quatriéme et cinquiéme séries. 

La numération des bactéridies charbonneuses formolées pré- 
sentes dans tous nos tubes des cing séries a été pratiquée selon 
une technique imaginée par nous, qui a été publiée dans une 
précédente note parue dans le Bull. del’ Acad. vét. 

Les résultats numériques sont donnés ci-dessous : 


TABLEAU I. 
CONCENTRATION DUREE DE SEJOUR A L’ETUVE A 37° 
en saponine 

p- 100 6 heures 8 heures 16 heures 24 heures 48 heures 
OP eee RA NPE ue 28.968 67.755 225.225 298.160 329.075 
Le ee ee ee 19.396 38 . 784 208.205 236.485 304.050 
Ae Ce CE 13.243 27.348 163.285 194 250 236 . 480} 
OD arian cg US 8.574 20-502 123.870 165.035 213.960 
era eed Manerenae tere 4.762 15.456 95.605 129.580 158.240 
eee tee hohe aah cee {2.533 67.565 106.980 423.710 
Sane SP rnc ae ie 40.894 43.120 78.825 101.350 
EW eR eye oe 7.264 29.682 59.385 78.830 
Témoins (moyenne).| 43.693 74,293 Dodou: 332.205 896.300 


Observations. : Ces chiffres représentent le nombre de bacilles par millimétre cube de 
bouillon-culture. 


Les nombres, pour les témoins, représentent le chiffre moyen 
trouvé pour 2 tubes témoins. 

Nous avons conservé 3 tubes de bouillon saponiné aux taux 
de 0,5 p. 100, 1 p. 100, 1,5 p. 100, ensemencés en méme temps 
que les séries ci-dessus décrites, a |’étuve & 37° pendant qua- 
rante-huit heures, puis quatorze jours a la température du labo- 
ratoire (22-30°). Aprés formolisation, la numération nous a 
donné les chiffres suivants : 
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Tasieau II. 


Concentration en saponine p. £009) eee 0,5 1 a 
Nombre de germes par millimétre cube. . 3.920.890 4.560.750 1.655.360 


Résumé. 


La saponine trouvée dans notre bouillon nutritif exerce, 
dans les six premieres heures de séjour a l’étuve, une action 
empéchante trés nette due 4 son extréme toxicité. Elle permet 
Ja pullulation de la bactéridie dans les 5 premiers tubes ot la 
concentration est plus faible parce que la température de 37° et 
la diastase bactéridienne ont déterminé son hydrolyse dimi- 
nuant ainsi sa toxicité. 

L’hydrolyse a été facilement constatée par la présence d’un 
fin précipité insoluble de sapogénine. Ce fait a été mieux 
observé dans les tubes de bouillon saponiné des séries sui- 
vantes dont le séjour 4 l’étuve a été prolongé. Ce séjour a 
permis, grace 4 la formation continue de la diastase bactéri- 
dienne, & la température de 37°, de pousser plus loin l’hydrolyse 
de la saponine, créant ainsi un milieu plus favorable a la pul- 
lulation bactéridienne. L’hydrolyse complélte se produit seule- 
ment dans les tubes & concentration de 0,5 p. 100, tandis qu'il 
reste toujours dans les autres une quantité de saponine non 
altaquée. 

Lors de hydrolyse, il existe deux facteurs anlagonistes : la 
saponine non hydrolysée qui empéche la pullulation et le sucre 
résultant de hydrolyse qui l’active. 

Dans le bouillon saponiné, nous sommes amené & admettre 
trois phases distinctes : 

a) Phase négative durant laquelle la toxicité de la saponine, 
vu sa concentralion, ne permet pas la pullulation bactéridienne 
(jusqu’a la sixiéme heure); 

b) Phase de Uhydrolyse de la saponine : celle-ci, & la tempé- 
rature de 37°, commence & se produire sous l’action de la dias- 
tase fournie par la bactéridie introduite en méme temps que la 
semence; elle se poursuit ensuite, puisque la pullulation est 
rendue possible par la neutralisation progressive du facteur 
toxique ; 

c) Phase positive ou favorisante de la pullulation qui se 
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produit activement dans un milieu moins toxique ou atoxique 
et, de plus, sucré. 

Cette pullulation, qui représente la troisitme phase, est 
étroitement liée avec la deuxiéme, c’est-a-dire que la pullula- 
tion débute immédiatement aprés le commencement de I’hydro- 
lyse et toutes deux marchent parallélement, l'une dépendant 
de l'autre. L’augmentation du taux de la diastase dépend de la 
pullulation et celle-ci est assurée par l’existence de la premiere. 
On voit donc que la saponine présente, vis-a vis de la bactéridie 
charbonneuse, une seule propriété; celle @empécher la pullula- 
tion. Elle nagit pas sur sa vitalité, fait facilement conirélé 
d'ailleurs par examen d'une culture saponinée. 

Au microscope, on constate la présence de formes d'involu- 
tion; or, toutes ces formes géantes sont le résultat de lempé- 
chement de Ja multiplication. La saponine rend le milieu 
défavorable & la division de la bactéridie et celle-ci, toujours 
vivantle, augmente de volume, d’ot une morphologie particu- 
liére. I] faut admettre que lesimple fait de la division constitue 
un stade de moindre résistance a l’action nocive de la saponine. 
La cellule microbienne grandit sans se multiplier. Probable- 
ment, la bactéridie adulte présente une membrane qui ne peut 
élre traversée par la saponine : celle-ci donnant une solution 
colloidale qui ne dialyse pas. La bactéridie, qui sécréte la dias- 
tase, se débarrasse de la saponine absorbée par hydrolyse et en 
profite pour se diviser. Les éléments nouvellement formés 
arrivent en état de pouvoir se défendre par leurs propres 
moyens avant que la saponine encore existante envahisse a 
nouveau celte zone neutre. On voit, par conséquent, que 
lhydrolyse complete de la saponine est toujours suivie d'une 
pullulation abondante. En ce qui concerne le sucre provenant 
de I'hydrolyse de la saponine, les constatations faites sur les 
tubes laissés & la température du laboratoire pendant quatorze 
jours aprés un séjour de quarante-huit heures a |’étuve, sont 
tres concluantes. Le nombre des germes développés sest 
trouvé multiplié de dix a douze fois, et comme nous ne sommes 
jamais arrivé @ de semblables résultats avec les cultures en 
bouillon ordinaire non saponiné, il faut admetlre que le sucre 
a favorisé et assuré cette pullulation excessive. Dans les deux 
premiers tubes, l’hydrolyse était compléte, alors que dans le 
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troisiéme, elle était partielle. Pour cette raison, Ja pullulation 
progressive, génée par l’action toxique encore existante, n’a pu 
atteindre un taux comparable a celui des deux premiers tubes. 
Il faut noter que les tubes étaient maintenus obliques (a 45°) 
pour offrir une plus grande facilité d’oxygénation. La culture, 
- tres abondante au contact du tube et de la surface libre du 
bouillon, se sédimentait, permettant ainsi un développement 
continu. Ce dépét floconneux, jaune foncé au début, devenait 
par la suile brun, puis brun foncé (presque noir). Le bouillon 
prenait lui aussi cette teinte foncée. 

Nous avons recherché la vitalité de la bactéridie charbon- 
neuse dans le bouillon saponiné aprés neuf mois de conserva- 
tion & la température du laboratoire:: nous avons toujours 
réussi a obtenir une culture abondante possédant ses caractéres 
primilifs. 

Nous avons ensemencé, le 9 juin 1934, une série de trois 
tubes contenant le bouillon saponiné aux taux de 1 p. 100, 
2p. 100 et 3 p. 100. Aprés un séjour de quarante-huit heures a 
Pétuve a 37°, les tubes en ont été retirés et placés dans un 
placard 4 la température du laboratoire et a |’abri de la lumiére. 
Neuf mois plus tard, les tubes, ainsi conservés, ont été exa- 
minés macroscopiquement et leur contenu microscopiquement. 
Le bouillon, devenu brun foncé, présentait un dépdt abondant 
noirdtre; ce dernier était composé par un précipité de sapo- 
génine insoluble dans l’eau, par des spores et des restes bacté- 
ridiens. La couleur la plus foncée élait observée sur le tube 
contenant 3 p. 100 de saponine. Les frottis ont décelé la pré- 
sence de spores et de restes bacillaires parfailement colorables. 
Les ensemencements sur gélose et en bouillon ordinaire ont 
donné de trés belles cultures aprés vingt-quatre heures de 
séjour & la température de 37°. Les colorations ultérieures 
n’ont révélé aucune différence morphologique entre ces élé- 
ments végétatifs et ceux de la culture mere. Les cobayes, 
inoculés avec 0c. c. 25 de culture en bouillon de vingt-quatre 
heures provenant des germes cullivés en bouillon saponiné et 
conservés ensuite pendant neuf mois, sont morls au bout de 
quarante-huit heures & cinquante-deux heures. 

Il découle de tout cect que la spore charbonneuse a conservé 
non seulement sa vitalité, mais aussi sa virulence initiale. 
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Gélose saponinée. 


Le milieu nutritif solide (gélose ordinaire & pIl[—7,4) était 
saponiné au taux de 0,5 p. 100, 4 p. 100, 1,5 p. 100, 2 p. 100, 
2,5 p. 100, 3 p. 100, 3,5 p. 100 et 4 p. 100. La saponine était 
toujours ajoutée & la gélose liquéfiée et ramenée a la tempéra- 
ture de 45-50°. Aprés la dissolution totale, qui d’ailleurs se 
faisait assez rapidement, et surtout aprés homogénéisation du 
milieu, la gélose saponinée était répartie dans des tubes a essai 
a raison de 10 cent. cubes pour chacun. 

Parallélement & cette gélose saponinée, de la gélose ordi- 
naire était répartie dans les tubes & raison de 10 cent. cubes 
pour servir, plus tard, & remplir des boites de Petri. La stérili- 
sation et la conservation des tubes se faisait dans les mémes 
conditions que pour le bouillon saponiné. La gélose saponinée 
était toujours claire et transparente. Elle était répartie, avant 
ensemencement, dans des boites de Petri de méme grandeur 
(12 centimétres de diamétre) qui, aprés refroidissement, étaient 
conservées 8 l’éluve 4 37° pendant vingt-quatre heures. Au 
bout de ce délai, et s’il ne se produisait pas de changement 
biochimique, elles étaient utilisées. 

Les boites de Petri, préparées comme nous l’avons indiqué 
plus haut, ont été ensemencées avec une dilution de culture 
sur gélose faite dans du bouillon 4 raison de 2.500 & 3.000 bac- 
téridies par cenlimétre cube. 

La quantité nécessaire de suspension microbienne a été 
aspirée en une seule fois avec la méme pipette qui a servi 
ensuite pour toutes les boites. Nous en avons déposé II gouttes 
dans chacune d’elles réparties ensuite sur la surface de la 
eélose par inclinaisons successives. Les boites témoins, avec 
gélose ordinaire non saponinée, ont été ensemencées en méme 
temps. Les deux lots ont élé portés a ]’étuve & 37°. Le premier 
examen, fait vingt-quatre heures plus tard et le deuxitme 
aprés quarante-huit heures, comportaient la numéralion, 
aspect, la forme, la couleur et la dimension des colonies 
développées, ainsi que le changement éventuel du milieu 
gélosé et saponiné. 

Aprés vingt-quatre heures, nous avons constaté macroscopi- 
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quement, sur la gélose de la premitre et de la derniére boite 
témoin, des colonies uniformément développées et en nombre 


Colonies charbonneuses développées aprés quarante-huit heures 
de séjour a létuve A 37° sur gélose saponinée et non saponinée. 


Fie. 1. — Témoin 4. Fic. 2. — Gélose saponinée 
Gélose ordinaire. a 0,5 p. 100. 


Fis, 3. — Gélose saponinée a 1 p. 100. 


sensiblement égal, tandis que sur la gélose saponinée elles 
étaient moins nombreuses et plus petites. Les résultats obtenus 
sonl donnés ci-dessus. 
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Les dimensions données représentent les diambires maxima 
et minima des colonies développées dans la méme boile de 
Petri. 

Les colonies développées sur la gélose des boites témoins 
avaient leur forme normale : blanc luisant avec les boris 
caracléristiques et l’aspect en cheveux bouclés, tandis que 
celles qui se sont développées sur les trois premiéres boites 
avec gélose saponinée, élaient blanc jaunatre, sans éclat lui- 
sant, & surface rugueuse et séche, dont les bords étaient déchi- 


Fic. 4 — Gélose saponinée Fic. 5. — Témoin 2. 
a 4,5 p. 100. f Gélose ordinaire. 


quetés, irréguliers, l’aspect « en boucles » persistant sur un 
nombre réduit de colonies. La majorité ressemblait a un 
dépot irrégulier et proéminent. 

On constate que les différences portent sur le nombre et la 
forme des colonies. 

Tandis que le nombre dans les deux boites témoins et dans 
celles 0,5 p. 100 (saponine), élait approximativement le 
méme, il était considérablement réduit dans celles a1 p. 100 
et 1,5 p. 100 pour disparaitre totalement dans les autres (voir 
tableaux | et I). Leur forme et leur aspect étaient d’autant 
plus modifiés que la concentration en saponine était plus 


grande. 
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Résumé. 


Le développement de la bactéridie sur la gélose saponinée 
présente un aspect particulier. Dans ce milieu, les conditions 
favorisant l’hydrolyse sont presque complétement supprimées 
par immobilisation de la saponine (solidification de la gélose) 
et par ladiffusion difficile de la diastase bactéridienne. La ot 
la concentration est moins accentuée et ot la diastase existe 
autour de la bactéridie ou des bactéries (introduite avec la 
semence), la pullulation a lieu par suite de la neutralisation 
de la toxicité (hydrolyse de la saponine). Cette diffusion de la 
diastase s’effectuant d'une facon irréguliére, on comprend aisé- 
ment la raison pour laquelle les colonies développées prennent 
ces formes bizarres et déchiquetées. Mais cette pullulation est 
assez limitée et a lieu seulement lors des premiéres quarante- 
huit heures. 

La raison de cette inhibition est facile & comprendre. La 
diffusion de la diastase est délerminée par l’humidilé présente 
dans la gélose qui, d’ailleurs, assure également l’hydrolyse; 
mais le séjour & |’étuve 4 37° entraine l’évaporation de l’eau, il 
s'ensuit le ralentissement et puis l’arrét de la diffusion de la 
diastase, et, partant, de hydrolyse. La toxicité de la saponine 
persistant, le développement de la colonie est suspendu et la 
sporulation a lieu dans un délai assez court. La vitalité et la 
virulence de la bactéridie ne sont pas influencées, la bactéridie 
conservant toutes ses propriétés vitales et pathogenes, méme 
apres un stockage de plusieurs mois. 

Nous avons ensemencé, le 7 juin 1924, une série de 5 tubes 
contenant de la gélose saponinée aux taux de 0,5 p. 100, 
4 p. 100, 1,5 p. 100,2 p. 100, 2,5 p. 100 et 3 p. 100, et le 
9 juin 1934, une série de 4 tubes contenant de la gélose sapo- 
ninée aux taux de 1 p. 100, 2p. 100, 2,5 p. 100 et 3 p. 100. 
Aprés un séjour de quarante-huit heures a | étuve & 37°, tous 
les tubes ont été retirés et placés dans un placard a la tempé- 
rature du laboratoire et a l’abri de la lumiére. Neuf mois 
apres, en mars 1935, les tubes ainsi conservés ont été atten- 
tivement examinés au point de vue macroscopique et micros- 


copique. 
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La gélose était presque desséchée et de couleur brun foncé, 
surtout dans la partie supérieure. La surface de la gélose 
était recouverte d’une couche mince représentée par les spores 
charbonneuses. Dans l’épaisseur du milieu, on constatait un 
tres fin précipité facilement décelable dans la partie supé- 
rieure. 

Les frottis colorés effectués en partant de ces cultures ont 
montré la présence de spores parfaitement colorables et des 
restes bacillaires. 

Les ensemencements sur ¢eélose et en bouillon nutritif, en 
partant de ces cultures, ont fourni un développement micro- 
bien abondant aprés vingt-quatre heures de séjour & I’étuve. 
Les examens ultérieurs n’ont permis la constatation d’aucune 
différence morphologique entre ces formes végétatives et celles 
de souche mére. Les cobayes inoculés avec 0 c. c. 25 de cul- 
ture en bouillon de vingt-quatre heures provenant des germes 
cultivés et conservés sur gélose saponinée sont morts dans un 
délai variant entre trente-huit et cinquante-deux heures. 

De toutes ces expériences, z/ ressort que la saponine empéche 
la pullulation de la bactéridie, mais n’agit pas sur ses pro- 
priétés pathogénes. Cependant, étant donné le fait des change- 
ments morphologiques de la bactéridie sous laction de la 
saponine, il nous faut considérer deux sortes de modifications : 

1° Celles survenues au cours de la pullulation en milieu 
saponine ; 

2° Celles constatées au cours de la pullulation en milieux 
normaux de la bactéridie précédemment cultivée en milieu 
saponiné. 

Tous les frottis effectués au départ de cultures en bouillon 
ou sur gélose saponinée nous ont montré la présence de formes 
d’involution ne ressemblant pas & la forme habituelle de la 
bactéridie. Les bactéridies présentaient l’aspect en massue, de 
dimensions deux ou trois fois fois plus grandes. 

Dans toutes les cultures obtenues en bouillon ou sur gélose 
ordinaire, au départ de la bactéridie cultivée et conservée en 
milieu saponiné, nous avons décelé la présence de formes 
extremement courtes : celles-ci vues a l’immersion (4/16) et & 
loculaire 4, donnaient limpression de cocci. Remplacant 
Voculaire 4 par Voculaire 12 ou 18, on voyait facilement 
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guil s’agissait de bacilles dont Ja longueur et la largeur 
étaient égales. En outre, apres vingt-quatre heures de séjour 
a l’étuve, on constatait que les chaines étaient moins longues, 
formées de microbes protoplasmo-granuleux. La sporulation 
a été observée & partir de la quarante-huilisme heure; apres 
le deuxiéme passage en milieu normal, toutes ces modifica- 
tions disparaissaient et la bactéridie reprendrait ses caractéres 
primitifs. 

Il résulte qu'une trace possible de saponine adsorbée a la 
surface de la spore ou de la bactéridie pendant la pullulation 
et la conservation en milieu saponiné provoquerait la présence 
de toutes ces formes involutives aprés ensemencement en 
milieux normaux. On remarque que, dans la culture en milieu 
saponiné, les formes géantes prédominent, alors que le repi- 
quage de ces cultures en milieux normaux provoque la pré- 
sence de formes extrémement petites. 

La conservation de Ja vitalité, et surtout de la virulence, 
nous permet de penser que la saponine ne pénétre pas facile- 
ment & l’intérieur de la spore ou de la bactéridie. D’ordinaire, 
elle reste adsorbée sur la surface de la membrane (capsule). 
Pour confirmer cette hypothése, nous possédons deux faits 
capilaux : 

a) La saponine, ne donnant que des solution colloidales, ne 
peut dialyser au travers de la capsule de la bactéridie ou 
spore. Elle reste adsorbée & la surface decette membrane pro- 
tectrice; 

6) La toxicilé de la saponine pour les étres appartenant au 
régne végétal, lorsqu’elle a pénétré la membrane protectrice. 

En effet, la levure de biére, mise dans un milieu saponiné, 
méme a des taux trés étendus, meurt dans un délai assez court 
a causede la perméabilité de sa membrane permettant ainsi 
la pénétration de la saponine 4 l’intérieur qui exerce alors son 
action toxigue. En effet, ces levures, au contact de la sapo- 
nine, ne pullulent plus dans les milieux appropriés et ne se 
colorent plus. La perméabilité présente une grande impor- 
tance; elle est assurée probablement par l’alcool qui augmente 
considérablement la perméabilité de la membrane. Ce fait a été 
controté sur Elodea. Celle-vi résiste dix-huit heures dans une 
solution saponinée au taux de 0,5 p. 100; mais elle meurt rapi- 


554 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


dement si, auparavant, elle a été laissée en contact pendant 
dix minutes avec de l’alcool & 10 p. 100. On voit que l’alcool, a 
cette concentration, n’a aucune action nocive sur la vitalité 
d’Elodea (Seifritz), mais qu'il a changé la perméabilité de la 
membrane des levures et a ainsi facilité la pénétration de la 
saponine A l'intérieur. Il en résulte que la toxicité de la sapo- 
nine, si manifeste et sirapide pour les étres du régne animal, 
est moins apparente pour ceux du régne végétal parce que le 
pouvoir de la protection est tres accusé el se résume & la non- 
pénétration de la saponine & l’intérieur des cellules végélales 
(absence de dialyse). | 

Cette toxicité pour les étres du régne animal est assurée par 
Vextréme affinité de la saponine pour les lipoides (cholesté- 
rine, lécithine, etc.). Or, comme tous ces corps chimiques se 
trouvent presque toujours dans la membrane des .cellules, on 
comprend aisément que cette combinaison chimique entre la 
saponine et les lipoides entraine la modification de sa struc- 
ture. Elle détermine une augmentation de la perméabilité 
qui permet & la saponine non combinée de pénétrer a linté- 
rieur des cellules et d’exercer plus avant son pouvoir loxique. 


Il. — L’qpime G&LATINEUX EXERCE-T-1L UNE ACTION EMPE&CHANTE 
SUR LA DIFFUSION ET LA PULLULATION 
DE LA BACTERIDIE CHARBONNEUSE? PEUT-1L PROTEGER L’ ANIMAL 
CONTRE CETTE INFECTION? (DURANT LES PREMIERS JOURS 
QUI SUIVENT LA VACCINATION GLUCOSIDIQUE). 


Dans une série d’expériences, nous avons voulu établir le 
role protecteur de l’ceedéme gélatineux provoqué avant ou en 
méme temps que l’injection des bactéridies virulentes, par des 
substances irritantes pour le tissu conjonctif. Dans ce but, nous 
avons, chez les cobayes, provoqué des réactions cedémateuses 
locales en injectant des solutions de chlorhydrate ou de sulfate 
de quinine, de I’huile de croton et du tapioca en suspension. 
Mais comme la quinine par voie sous-cutanée ne donne, chez 
le cobaye, que des réactions & peine perceptibles et fugaces, 
nous nous sommes adressé & |’huile de croton dont le pouvoir 
irritant et toxique est trés marqué. Celui-ci est si accusé que, 
méme a la dose de 0c. c. 3 par voie sous-cutanée, nous avons 
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observé un cas mortel huit heures aprés l’injection. Nous avons 
toujours opéré par injection’sous la peau dans la région costo- 
abdominale droite a une dose variant entre 0 c.c.3et 0c. c. 15. 
La réaction se traduit, au début, par une douleur trés vive. 
Une tuméfaction apparait & partir de la huitiéme heure et pré- 
sente tous les caractéres de l'inflammation, c’est-a-dire : gon- 
flement local, rougeur, douleur et chaleur. L’évoiution est a 
son maximum aprés vingt-quatre heures. L’infiltration cedé- 
mateuse est &§ son maximum aprés la quarante-huitiéme heure. 
La dose de 0c. c. 3 peut provoquer un cedéme de 10/12 cen- 
timétres ou méme 12/14 centimétres. La zone centrale de 
l’eedéme est trés dure, tandis que la périphérie est pateuse. 
Cette infiltration gélatineuse persiste au moins huit & dix jours, 
rarement douze. Quelquefois, au bout de quatre & cing jours, 
on constate la nécrose du centre de |’cedéme qui correspond, 
dailleurs, au point d’injection. Cette partie mortifiée se déli- 
mite facilement aprés vingt-quatre & quarante-huit heures ; le 
sillon disjoncteur est Jarge et profond, souvent hémorragique. 
L’élimination se produit douze & quinze jours aprés |’injection, 
c’est-a-dire qu’elle coincide avec la disparition de |’ceedéme. La 
partie nécrosée est presque toujours ronde et ne dépasse jamais 
la surface de 1 &2 cent. carrés, contrairement & celle provoquée 
par la saponine qui est toujours plus étendue et irréguliére a 
cause de la facilité de la diffusion de la saponine dans le tissu 
conjonctif. 

On constate done que I’huile de croton a un pouvoir toxique 
marqué pour les tissus sous-jacents et se comporte de la méme 
fagon que des solutions saponinées cencentrées. 

Aprés avoir provoqué l’eedéme gélatineux, c’est-a-dire qua- 
rante-huit heures aprés linjection de !’huile de croton, nous 
avons inoculé dans le centre de l’cedéme des quantités différentes 
d'une suspension de bactéridies charbonneuses virulentes (cul- 
ture sur gélose de quarante-huit heures), supérieures & la dose 
minima infectante. Chaque expérience comportait des cobayes 
témoins injectés avec les mémes quanlités de germes. Nous 
avons, en outre, injecté en une seule fois d’autres cobayes avec 
le mélange huile de croton et suspension bactéridienne homo- 
généisé. Tous les cobayes étaient & peu prés de méme poids. 
Les résultats obtenus sont résumés dans le tableau I. 
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Ce tableau nous permet 
de constater une plus 
grande résistance des co- 
bayes qui ont recu la sus- 
pension bacléridienne en 
méme temps que l’huile 
de croton. 

Or, les observations rele- 
vées in vitro sur l’action de 
Uhuile de croton vis-a-vis 
de la bactéridie charbon- 
neuse, nous ont montré 
qu'elle exerce, sinon une 
action toxique nelte sur 
elle, tout au moins une 
grande aclion empéchante 
de la pullulation. 

Nous avons done sup- 
posé que cette résistance 
relative est due surtout a 
la présence de lhuile de 
croton et non & celle de 
Voedéme gélatineux ; c’est 
pour cela que nous avons 
pensé a utiliser une sub- 
stance dépourvue de toxi- 
cité non seulement pour la 
bactéridie, mais aussi pour 
les tissus. Nous avons 
employé, dans ce but, les 
granules de tapioca Heu- 
debert qui, aprés calcina- 
tion au four Pasteur pen- 
dant une heure, ont été 
finement broyées et mises 
en suspension dans de 
l'eau physiologique stérile. 
La suspension pateuse 
ainsi obtenue a été in- 


Tasteau Il. — Cobayes injectés avec la suspension de tapioca et le vaccin Madagascar. 
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jectée sous la peau des cobayes simultanément avec le 
vaccin Madagascar. Les résuitals obtenus sont résumés dans le 
tableau II (voir page 557). 


CONCLUSIONS. 


L’injection sous-cutanée d’huile de croton chez les cobayes, 
provoque une inflammation cedémateuse douloureuse trés 
étendue qui peut quelquefois se compliquer d'une nécrose cen- 
trale bénigne des tissus mis en contact avec l’huile de croton. 
Cette inflammation cedémateuse est comparable, en tous points, 
avec l’eedéme gélatineux déterminé par l'injection de solution 
concentrée de saponine. La présence de cette réaction edéma- 
teuse retarde la dispersion des bacilles charbonneux inoculés 
au centre de l’cedéme, mais n’empéche pas la généralisation. 
Ce retard de la généralisation peut étre attribué également & la 
toxicité de l’huile de croton vis-a-vis de la bactéridie charbon- 
neuse qui empéche, d’ailleurs, sa pullulation 2m vetro. Les 
cobayes témoins, injeclés avec la méme quantité de germes, 
succombent dans un délai deux fois plus court (trente-six a 
soixante heures) que ceux qui ont recu cette injection dans 
Poedéme provoqué par une injection préalable d’huile de 
croton: ceux-ci meurent aprés soixante a cent vingt heures. 
Chez tous, la mort est provoquée par la septicémie charbon- 
neuse. 

Le méme retard de la généralisation est observé si l’huile de 
croton est injectée en méme temps que le matériel virulent. 

Les cobayes injectés avec 0 c. c. 145 de vaccin Madagascar 
réparti dans une suspension pateuse de tapioca, meurent plus 
rapidement (trente-neuf & quarante-quatre heures) que les 
cobayes témoins (quarante-huit & cinquante heures), qui ont 
recu la méme dose malgré la présence d'un cedéme quatre ou 
cing fois plus étendu. Cette rapidité de la dispersion bactéri- 
dienne et méme de sa pullulation doit @tre due a la présence 
de particules de tapioca qui exercent, vis-a-vis des leucocytes, 
une action chimiotactique positive. La phagocytose active des 
granules de tapioca, permet aux spores et aux bacilles char- 
bonneux d’échapper aux leucocytes et, par conséquent, de 
pulluler et se répandre dans l’organisme. 
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On constate donc une différence nette entre l’action de I’huile 
de croton et celle du tapioca. 

Alors que l’huile de croton provoque la mortification presque 
immédiate des tissus se trouvant & son contact, devenant, par 
conséquent, le point de départ d’une réaction organique vio- 
lente de défense afin d’éliminer la partie nécrosée et l’huile 
injectée, la présence du tapioca détermine seulement une 
mobilisation leucocytaire active pour débarrasser l’organisme 
de ces particules chimiques inertes. 

La dispersion des germes charbonneux dans l’edéme pro- 
voqué par l’huile de croton, est empéchée par la présence de 
cette huile irritante et celle du tissu nécrosé. Seuls, les germes 
qui ont franchi la zone de la nécrose, arrivent a pulluler et a 
assurer la généralisation. Cette dispersion n estnullement empé- 
chée dans l’ceedéme provoqué par le tapioca, la défense orga- 
nique s’exercant sur les granules de tapioca n’agit qu’insuffi- 
samment sur la bactéridie qui peut ainsi pulluler. On constate 
ainsi, que la présence de parlicules de tapioca facilite la 
généralisation charbonneuse. et réduit Ja période d’évolution. 
Par conséquent, le retard de la dispersion bactéridienne dans 
le cas d’huile de croton, n’est pas lié & la présence de l’cedéme, 
mais & la présence de tissus mortifiés et a la toxicité de l’huile 
de croton, l’ceedéme seul n’étant pas suffisant pour empécher la 
dispersion bactéridienne, c’est-a-dire pour protéger lorganisme 
contre l’infection. 

Si la protection organique, dans le cas de l’huile de croton, 
en fin de compte, est empéchée par la toxicité de celle-ci pour 
les éléments vivants défensifs, elle n’est pas mieux assurée 
dans le cas du tapioca, parce que tous les éléments défensifs se 
portent contre lui plutdt que contre la bactéridie. Le résultat 
final est le méme malgré la diversité du mode d’action de Ja 
réaction cedémateuse qui suit |’injection. 

Celle-ci peut peut-étre jouer un role empéchant dans la 
dispersion des germes, mais elle n’arrive jamais a proléger 
Vorganisme contre l infection charbonneuse. 
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lll. — Acrion TOXIQUE DE LA SAPONINE 
SUR LA BACTERIDIE CHARBONNEUSE « IN VITRO ». 


Pour protéger l’organisme contre Vinfection charbonneuse, 
il faut employer soit des germes alténués, soit ajouter aux 
germes virulents des substances chimiques qui ont une action 
directe sur leur pullulation, permettant ainsi 4 l’organisme 
d'utiliser ses moyens de défense. Dans ce cas, il est bon de 
s’assurer que les substances ajoutées ne s’altaquent pas a 
la vitalité des germes, mais empéchent seulement leur pullu- 
lation. Cette action doit, de plus, étre durable et étroitement 
liée aux germes injectés, parce que si un cerlain nombre de 
germes ainsi préparés et injectés arrivent & s’éloigner du lieu 
de l’injection, ils doivent rester génés dans leur multiplication 
ultérieure pour donner le temps 4 l’organisme de fabriquer 
ses anlicorps. L’addition de glucosides est & recommander 
avec une juste mesure. Ils arrivent & jouer un réle vraiment 
intéressant pour obtenir la protection de l’organisme contre 
Vinfection charbonneuse, @ condition quils n’arrivent pas a 
exercer une action toxique facheuse sur l’organisme. 

Cette protection est assurée, en premier lieu, par l’adsorp- 
tion des glucosides 4 la surface du germe infectieux, empé- 
chant ainsi sa pullulation et, en second lieu, par la présence 
de l’e@déme provoqué par le glucoside. En effet, la présence de 
glucosides (saponine ou digitonine) sur la surface du bacille 
ou spore charbonneuse empéche complétement la pullulation, 
celle-ci ne commencant & se produire qu’a la suite de la dimi- 
nution du taux de glucosides par suite de sa résorption et de 
son hydrolyse. 

Nous avons démontré facilement in vitro l’adsorption a la 
surface de la bactéridie charbonneuse et par suite son role 
inhibiteur. 

Nous avons préparé une suspension de bacilles charbonneux 
sporulés (culture quarante-huit heures) en eau physiologique 
stérilisée et saponinée au taux de 2 p. 100. Nous l’avons mise 
a la glaciére & + 2° aprés homogénéisation. Tous les deux 
jours, elle était agitée pendant deux mois. Immédiatement 
aprés la préparation, l'injection de 0 c.c. 5 de cette suspension 


VACCINATION ANTICHARBONNEUSE GLUCOSIDEE 564 


charbonneuse saponinée chez le cobaye a provoqué la mort 
soixante heures plus tard. Aprés un séjour de sept mois a la 
glaciére et & l'abri de la lumiére, cette suspension préalable- 
ment homogénéisée, a été ensemencée dans deux tubes de 
bouillon nutritif et sur deux tubes de gélose ordinaire. 

Aprés douze heures d’étuve, on a constaté dans le bouillon 
ensemencé un trouble homogéne et abondant qui, aprés 
vingt-qualre heures, s’est déposé en flocons éclaircissant le 
bouillon. Les frottis colorés ont montré la présence de bacilles 
charbonneux sporulés ou non en chainettes longues ou courtes 
et surtout la présence de formes extrémement courtes qui res- 
semblaient a des cocci. Seul, un tort grossissement (ocul. 
comp. 18 et objectif immersion comp. 1/18) permettait de dis- 
tinguer leur forme rectangulaire. Un cobaye injecté avec 
0 c. c. 25 de cette culture-bouillon de quarante-huit heures a 
succombé aprés quarante-huit heures, présentant, au point 
injection, un cedéme gélatineux énorme et une seplicémie 
charbonneuse massive. 

Les tubes contenant de la gélose ordinaire, dépourvus de 
liquide de condensation, ensemencés en méme temps et avec la 
méme quantité de germes, n'ont rien présenté, méme aprés un 
séjour de soixante-douze heures a |’étuve a 37°. Dans la petite 
quantité de solution physiologique saponinée venant de |’ense- 
mencement, rassemblée au fond du tube, on a trouvé les bacil- 
les charbonneux et les spores parfaitement colorables. Comme 
aprés quatre-vingt-seize heures, il n'y avait aucune colonie 
développée, nous avons ajouté a ces tubes du bouillon nutritif 
stérile afin de recouyrir la gélose inclinée. Les tubes ainsi 
préparés ont été & nouveau placés a |’étuve a 37°. Vingt-quatre 
heures aprés, nous avons observé une pullulation abondante 
comparable a celle obtenue dans le bouillon. 

Cette expérience nous a permis de vérifier la vitalité et la 
virulence des bacilles et spores charbonneux conservés pen- 
dant sept mois dans un milieu saponiné au taux de 2 p. 100 et 
de prouver l’adsorption notable de la saponine & la surface de 
la spore ou du bacille. 

La saponine n’a pas réussi & pénétrer a l’intérieur du corps 
bacillaire ou de la spore pour exercer son action toxique parce 
que, dans l’eau, elle donne une solution colloidale, mais elle 
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était capable d’empécher la pullulation sur gélose. Cette action 
empéchante persiste tant que la saponine se trouve adsorbée a 
la surface du germe. Aussit6t qu'elle est enlevée par le fait de 
la dissolution dans un milieu liquide ambiant, le bacille ou la 
spore charbonneuse, débarrassés de sa présence génante com- 
mencent & pulluler. Cette multiplication provoque la sécrétion 
d’une diastase qui, & la chaleur de 1|’étuve, s’atlaque 4 la sapo- 
nine provoquant son hydrolyse. Au lieu de se trouver dans un 
milieu renfermant une substance nocive, les germes charbon- 
neux trouvent ainsi un milieu riche en glucose et favorable a 
leur pullulation. 

On constate done que le réle essentiel est joué par la pré- 
sence du solvant qui enléve la saponine permettant ainsi la 
pullulation. S’il fait défaut, celle-ci n’a pas lieu du fait de la 
présence de la saponine. C’est par le manque de solvant, c’est- 
a-dire & cause de la présence continue de la saponine a la sur- 
face des bacilles ou des spores, que, malgré leur vitalité, nous 
n’avons pu obtenir de colonies charbonneuses sur gélose. La 
simple addition du bouillon qui a permis la diffusion de la 
saponine a favorisé leur pullulation abondante. La rapidité de 
cette élimination est capitale et dépend de la nature du sol- 
vant. Dans lau distillée, les spores et les bacilles charbon- 
neux se débarrassent plus vite de la saponine adsorbée que 
dans le bouillon nutritif. 

De toutes ces données, on déduit que les germes charbon- 
neux, conservés pendant sept mois dans un milieu saponiné, 
au taux de 2 p. 100, gardent totalement leur vitalité et leur 
virulence initiale malgré l’adsorption a la surface de la sapo- 
nine. La pullulation, génée par cette présence, commence & se 
produire lorsqu’elle disparait soit par dilution, soit par hydro- 
lyse, particulicrement & + 37°. 

Un contact avec la saponine au taux de 2 p. 100, neuf mois 
et demi a la glaciére, a montré des faits trés intéressants. En 
effet, les ensemencements effectués en partant de cette suspen- 
sion, en bouillon nutritif et sur gélose ordinaire n’ont montré 
aucun développement, méme aprés un séjour de quatre-vingt- 
seize heures a l’étuve & 37° et quarante-huit heures a la tempé- 
rature du laboratoire. Ensemencée & nouveau en bouillon et 
sur gélose additionnés de sérum normal de cheval, nous avons 
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constaté seulement en bouillon une pullulation abondante 
apres vingt-quatre heures d’étuve, tandis que sur gélose, rien 
n’a été décelé. L’addition de bouillon-sérum sur cette gélose, 
apres quarante-huit heures de séjour a |’étuve, n’a pas permis 
Vobtention de la culture. De méme nous n’avons pu obtenir de 
culture dans les tubes contenant du bouillon simple auquel, 
aprés un séjour de vingt-quatre heures a l’éluve, nous avons 
ajouté du sérum. La culture obtenue directement en bouillon- 
sérum ensemencée sur gélose ordinaire a donné de nom- 
breuses colonies caractéristiques de B. anthracis comparables a 
celles obtenues de la souche mére. 

Cette suspension bactéridienne saponinée qui, apres neuf 
mois et demi de conservation & la glaciére, a pu étre cultivée 
seulement sur bouillon-sérum, a été injectée au cobaye a des 
doses variables afin de prouver la vitalité des germes charbon- 
neux 27 vivo. Sur le tableau ci-dessous sont résumées toutes 
les conditions de l’injection et les résultats obtenus : 


TanLesu 1. — Gobayes injectés avec une suspension bactéridienne 
saponinée au taux de 2 p. 100 et conservée a la glaciére a + 2° 
pendant neuf mois et demi. 


QUANTITE 
injectée 
en 
cent. cubes 


NOMBRE 


OBSERVATIONS 
de cobayes 


Mort aprés 110 heures. 

Survivent : 1°" nécrose 5/6 centimétres; 2¢ abcé- 
dation et nécrose. 

4 mort aprés 160 heures. 3 survécu : 4e" abcés et 
nécrose; 2@ abcés et nécrose; 3e nodule fibreux. 

Survivent : 1¢° nodule fibreux; 2° abcédation. 


Aprés linjection, les 9 cobayes ont présenté des réactions 
violentes et étendues traduites au début par une inflammation 
cedémateuse considérable accompagnée d’une vive douleur et 
plus tard de nécrose ou d’abcédation, sauf chez 2 qui, avec Occl, 
ont présenté, aprés la disparition des symptomes alarmants, un 
nodule fibreux volumineux (4/6 centimétres; 7/8 centimétres). 
Chez les cobayes gui ont présenté en méme temps la nécrose 
et l’abcédation : la derniére entourait Ja partie mortifiée qui 
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adhérait a la couche musculaire profonde. L’élimination des 
tissus nécrosés et du pus a été complete aprés quatorze jours, 
mais la cicatrisation n’était pas terminée. Au bout de vingt- 
quatre jours, aprés l’injection de notre suspension saponinée, 
tous les cobayes ayant survécu ont été inoculés avec 0c. c. 25 
d’une suspension de B. anthracis au 1/50 (un tube de gélose de 
quarante-huit heures -+- 50 cent. cubes d’eau physiologique) pro- 
yenant d'une culture en bouillon-sérum au départ de la méme 
suspension saponinée. La méme quanlité a été injectée a 
un nouveau cobaye témoin. Tous Jes cobayes, y compris les 
témoins, ont succombé apres soixante-douze heures sauf un 
qui est mort aprés quarante-huit heures (celui-ci avait été 
inoculé auparavant avec 0c.c. 25 de notre suspension sapo- 
ninée). 

De ces recherches effectuées sur les germes charbonneux 
conservés pendant neuf mois et demi dans une solution sapo- 
ninée au taux de 2 p. 100 a la glaciére & + 2° et a l'abri de la 
lumiére, nous pouvons déduire les conclusions suivantes : 

La saponine, au taux de 2 p. 100, n’a pas réussi a tuer défi- 
nitivement les spores et les bacilles charbonneux. Cependant, 
la vitalité de la bactéridie en a beaucoup souffert. Les résul- 
tats obtenus par les ensemencements sur milieux, avec ou sans 
sérum normal, ont bien démontré que l’action toxique de la 
saponine a diminué la vitalité de la bactéridie. Le fait de ne 
pas obtenir de pullulation dans les tubes sans sérum, méme 
aprés ensemencement du dépdét constitué par les spores char- 
bonneuses, montre que la saponine a agi profondément et que 
la simple élimination de la saponine adsorbée & la surface du 
germe ne suffit pas. Pour expliquer ce fait, il faut admettre la 
pénétration de la saponine & lintérieur d’un grand nombre de 
germes ou elle a exercé son action toxique. La possibilité de la 
pénétration est assurée par le contact prolongé (neuf mois et 
demi) et surtout par l’altération de la membrane de la spore. 
L’humidité permanente du milieu conservateur a changé la 
constitution physico-chimique de l’enveloppe de la bactéridie 
qui est devenue dialysable pour la solution collvidale de sapo- 
nine. Le fait de cette pénétration est basé sur l’impossibilité 
d’obtention d’une culture sur les milieux ordinaires, méme si 
aprés un séjour de vingt-quatre heures a l’étuve nous ajoulons 
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le sérum. La saponine existant seulement dans l’enveloppe de 
la spore conservée aux environs de + 2°, détruit celle-ci rapi- 
dement sous l’action de la chaleur de I’étuve qui facilite sa 
pénétration plus profonde. 

Dans les milieux contenant !e sérum normal des le début, les 
germes charbonneux encore vivants, sous l’influence de ce 
facteur de croissance, arrivent & pulluler et & supprimer trés 
rapidement la toxicité de la saponine en l’hydrolysant (par la 
diastase sécrétée). Nous arrivons aux mémes conclusions par 
linjection sous-cutanée au cobaye de cette suspension de 
B. anthracis : Sur 9 cobayes, 2 seulement sont morts de 
charbon expérimental (injection de 4 cent. cube el 0c. c. 25); 
les 7 autres ont échappé & l’infection, mais n’ont pu résisler & 
la réinfection d’épreuve. Cela montre que dans deux cas seu- 
lement il y avait encore des germes vivants, tandis que dans 
les autres, la totalité ou, tout au moins, la plus grande partie 
de ceux-ci étaient dépourvus de vitalité. C’est pour cette raison 
que les cobayes injectés avec 0 ¢.c. 5 ont résisté, alors que 
Pun de ceux injectés avec 0c. c. 25 a succombé an charbon. 

En dehors de ces constatations, nous soulignons le fait de la 
conservation de la virulence. En effet, la saponine s’attaque 
seulement & la vitalité de la spore ou bactéridie charbonneuse 
et non pas 4 son aptilude pathogéne : il suffit qu’il reste 
quelques germes virulents vivants pour que la maladie éclate 
chez les animaux injectés avec la suspension charbonneuse 
saponinée. La conservation de sa virulence est mieux démon- 
trée par linjection d’une suspension bactéridienne obtenue a 
partir d’une culture sur gélose provenant de l’ensemencement 
de notre souche saponinée sur bouillon-sérum. Cette virulence 
est identique 4 celle de la souche mére, c’est-a-dire qu’un 
contact de neuf mois et demi ne modifie pas le pouvoir patho- 
gene du germe charbonneux. 

La méme suspension charbonneuse, conservée a la glaciére 
a + 2° pendant onze mois, nous a permis l’obtention de 
cultures aprés ensemencement du dépdt constitué par les 
germes charbonneux seulement en bouillon-sérum. Ces cul- 
tures ont été décelées dans quatre tubes sur cing ensemencés. 
Le cinquiéme n’a présenté aucune pullulation, méme apres un 
séjour de soixante-douze heures & l’étuve a 37°. 
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En résumé, la saponine exerce une action toxique sur la 
spore ou ja bactéridie charbonheuse a partir du moment ot elle 
pénétre dans le protoplasme microbien. Pour exercer cette 
action toxique, elle est favorisée par la modification physico- 
chimique de l’enveloppe du germe. 

On voit donc que cette non spécificité toxique pour les étres 
végétaux s'explique chez ceur-cr par leur membrane d'enve- 
loppe non dialysante. Le moindre changement physico-chi- 
mique permet la pénétration de la saponine et, par consé- 
quent, & son action toxique de s’exercer. Cette constatation a 
une grande valeur au point de vue de l'utilisation des vaccins 
glucosidés. A partir du huitiéme ou neuviéme mors, un vaccin 
charbonneux saponiné au taux de 2 p. 100 ne dott plus étre utr- 
lisé, car le nombre des germes vivants injectés a considéra- 
blement diminué. Ainsi leur nombre par centimétre cube, 
indiqué sur la fiole contenant le vaccin, n’est pas exact. Cette 
diminution est progressive et si l’on ne peut préciser le 
moment ou elle commence, on saisit trés bien la date de la 
disparition de la vitalité des germes. // résulte donc qu’on ne 
connait jamais exactement le nombre de germes vivants injectés. 
Afin d’éviter les accidents par le manque dimmunité aprés 
Vinjection d’un vaccin charbonneux saponiné, ne contenant 
pas de germes vivants, il faut établir le délai limite de Vutili- 
sation de chaque concentration. 


IV. — Processus D’IMMUNISATION. 


Nous avons vu que la présence de la saponine empéche la 
pullulation des bactéridies. Mais il suffit que l'une d’elles se 
développe et sécréte sa diastase pour qu’&a + 37° celle-ci neu- 
tralise sa toxicité par hydrolyse (dédoublement en glucose et 
sapogénine toxiquement inactive). A partir de ce moment, 
nous constatons l’accélération d'une multiplication quise trouve 
favorisée par la présence de glucose nouvellement formé. Mais 
si les propriétés biologiques de la saponine vis-a-vis de la bac- 
téridie charbonneuse se résument & celles relatées dans la pre- 
miére et la troisitme partie du présent travail (action inhibi- 
trice allant, si fa concentration ou le temps de contact 
augmentent, jusqu’a l’influence toxique et la perte de vitalité), 
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comment comprendre alors le processus de |’immunisation a 
aide d'un vaccin charbonneux saponiné? Pour expliquer ce 
phénoméne, les auteurs de cette technique de vaccination 
anticharbonneuse nous demandent d’admettre que la saponine 
n’exerce aucune action nocive sur la bactéridie charbonneuse, 
la seule présence de l’cedéme gélatineux provoqué par la sapo- 
nine suffirait pour expliquer ce processus d’immunisation. A 
notre avis, cetfe seule propriété de la réaction inflammatoire 
ne suffit pas, d’autant plus que cet eedéme n’est pas comparable 
a celui de la fievre charbonneuse normale. 

Examinons ce qui se passe sous la peau au lieu d’injection 
d’une solution saponinée : 

a) Cette injection, extrémement irritante et douloureuse, 
provoque une réaction inflammatoire qui se traduit par l’appa- 
rition d’un cedéme gélatineux étendu ; 

b) Elle entraine la nécrose ou l’abcédation des tissus avec 
lesquels elle entre en contact et méme la mort de l’animal si 
la dose est plus forte. 

Si la concentration oscille entre 1 & 2 p. 100 et si la dose 
injectée au cobaye sous la peau est de 1 cent. cube, on constate 
d’ordinaire, aprés vingt-quatre heures une infiltration gélati- 
neuse qui, presque toujours, aboutit & une nécrose centrale de 
2/3 centimétres dans un délai de quatre & six jours. Les tissus 
alteints s’éliminent douze a quinze jours aprés l’injection. 

La réaction immédiate observée aprés l’injection de la sapo- 
nine, qui se traduit par une douleur vive et une inflammation 
locale violente, dure douze & seize heures; puis elle augmente 
pour atteindre son maximum vingt-quatre a quarante-nuit 
heures plus tard en méme temps que | infiltration gélatineuse 
a lieu. Pendant les quatre premiers jours, c’est-a-dire jusqu’a 
apparition de la nécrose, la douleur est extrémement vio- 
lente: ’animal se laisse difficilement approcher et crie avant 
méme détre touché. En outre, pendant les premiéres quarante- 
huit heures, les cobayes sont indisposés tout en conservant 
l'appétit. Les premiers symptdmes sont provoqués par la pro- 
priété irritative de la saponine et les autres par sa toxicité. 
Tous les éléments vivants venant a son contact meurent rapi- 
dement; mais ce délai est proportionnel au degré de concen- 
tration. L’organisme prévient le danger di a la présence et a la 
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dispersion de la saponine, en provoquant une réaction de 
défense traduite par une infitration edémateuse qui commence 
& partir de la vingt-quatritme heure, temps nécessaire a 
l’organisme pour mettre en ceuvre ses moyens de défense. Si 
l’afflux leucocytaire est trés accusé et s'il précéde l’apparition 
de l'infiltration cedémateuse, on constate la présence de pus a 
la quarante-huitiéme heure, car les leucocytes sont trés sen- 
sibles & l’action de la saponine: ils meurent rapidement méme 
lorsque celle-ci est & une concentration extrémement faible (ils 
s'immobilisent au début pour mourir plus tard — Neufeld et 
Prowazek). 

L’infiltration, plus cellulaire que plasmatique : cedéme dur, 
circonscrit le lieu de Vinjection qui, d’ordinaire, n’est pas 
supérieur & une surface de 2 4 3 centimétres et se présente 
sous forme d’une zone dure et extreémement douloureuse dont 
le role est d’empécher la diffusion de la saponine. Celle-ci est 
immobilisée au point d’injection et si d’autres causes externes 
n’interviennent pas, elle n’arrive pas 4 franchir cette barriére 
de défense quest l’infiltration cedémateuse et qui tient lieu de 
membrane non dialysable. Le centre en est représenté par une 
zone inerte mortifiée dont toutes les cellules ont été dévita- 
lisées par |’action toxique de la saponine. La mortification si 
rapidement réalisée se délimite en quelques jours et s’élimine 
douze & quatorze jours plus tard sous forme d’une eschare. IIL 
faut noter que la nécrose intéresse méme la couche superfi- 
cielle des muscles dont les fibres sont détruites couche par 
couche; mais /’infiltration cellulaire zonaire parvient a sup- 
primer la diffusion de la saponine favorisant ainsi l’élimination 
de la partie nécrosée. La plaie sanguinolente consécutive bour- 
geonne rapidement et la cicatrisation se produit & bref délai. 
Mais il persiste toujours une lésion cicatricielle représentée 
par un tissu scléreux sous forme d’un sillon ou d'une nodosilé. 
Méme aprés injection d’une solution étendue de saponine qui 
n’entraine pas la nécrose ou l’abcédation, on constate la pré- 
sence de ce nodule fibreux, les éléments vivants tués par la 
saponine ayant été éliminés par la résorption et remplacés par 
Ja prolifération du tissu conjonctif. 


Nous voyons done quaprés l’injection de la saponine il se 
produit deux zones distinctes : 
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1° Le centre représenté par la partie mortifiée ou en voie de 
mortification ; 

2° La périphérie représentée par l’infiltration cellulaire qui 
délimite la premiére et l’isole de l’organisme. 

Il est évident qu’un tel cedéme ne peut étre comparé a celui 
observé lors de la fiévre charbonneuse naturelle. Dans ce cas, 
toute la partie cedématiée reste vivante alors qu’en ce qui nous 
concerne la partie centrale est dévitalisée. Or, cette partie mor- 
tifiée renfermera les germes infectieux dans le cas de l’injection 
de vaccins anticharbonneux saponinés et ces germes se trouve- 
ront, par la suite, non seulement en présence de la saponine, 
mais aussi des éléments dévitalisés. Les germes charbonneux 
injectés demeurent dans cette zone mortifiée grace & l’infiltra- 
tion cellulaire zonaire, barriére infranchissable, et n‘arrivent 
pas a pulluler a cause de la saponine présente. En effet, si l’on 
fait abstraction de la présence de celle-ci, cette zone centrale 
mortifiée, dépourvue de toute défense organique naturelle, riche 
en éléments nutrilifs, constitue un milieu favorable a Ja pullu- 
lation des germes injectés leur permettant d’exercer leur pou- 
voir pathogéne. Or, malgré cette cause favorisante, la saponine 
rend la pullulation en masse presque impossible. Si la concen- 
tration en glucoside diminue du fait de sa fixation sur les élé- 
ments vivants et de sa dilution dans l’exsudat inflammatoire, 
son pouvoir empéchant persiste parce que celui-ci, déja adsorbé 
a la surface du germe injecté, conserve toutes ses propriétés 
initiales. Il ne se produit qu’une pullulation restreinte progres- 
sive grace a l’existence de causes favorisantes représentées au 
début par la dilacération mécanique des tissus pendant |’injec- 
tion de vaccin et, plus tard, par le transport leucocytaire. En 
effet, le travail de phagocytose permet, & un nombre réduit de 
germes, de s’éloigner du point d’inoculation et d’atteindre la 
zone d’infiltration cellulaire. Ces leucocytes meurent du fait 
de la dissolution de la saponine fixée & Ja surface du germe 
phagocyté et offrent @ celui-ci un milieu favorable 4 sa pullu- 
lation. Si le nombre de ces germes, qui se sont éloignés du lieu 
d’injection et débarrassés de la saponine adsorbée a leur sur- 
face est réduit, ils déterminent, a la suite de leur pullulation 
progressive, une immunité active. Ce mode de vaccination a 
lieu surtout quand la concentration du vaccin anticharbonneux 
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en saponine n’est pas supérieure & 2 p. 100 et, a plus forte 
raison, quand elle est au tadx de 4 p. 100. 

On doit aussi envisager une autre possibilité d’élimination 
de la saponine quand son taux ne dépasse pas 1 p. 100 (absence 
de nécrose en masse). 

En assemblant les faits connus sur les propriétés biochimiques 
de la saponine, avec les notions universellement admises que 
les polynucléaires neutrophiles sont de véritables glandes mono- 
cellulaires, on comprend facilement que leur présence suffise 
a rendre la saponine atoxique. En effet, & une température 
supérieure & 35°, la saponine s’hydrolyse facilement au contact 
des acides étendus ou de quantités infinitésimales de ferments 
en solution aqueuse. Or, toutes ces conditions favorisant son 
hydrolyse se retrouvent au point d’injection du vaccin sapo- 
niné : les polynucléaires qui sécrétent les ferments ou enzymes 
divers (ferments d’oxydation, de réduction, d’hydratation et de 
déshydratation, comme les protéases, lipases, amylases et fer- 
ments protéolytiques), la chaleur animale qui augmente tou- 
jours localement de 1 & 2° et l’exsudation séreuse d’inflamma- 
tion rendent facile le dédoublement de la saponine en sapogé- 
nine et en glucose, c’est-a-dire en substance atoxique. Cette 
hypothése est en accord avec le fait que la méme saponine, 
ajoutée au bouillon nutritif et maintenue 4 | étuve a 37° aprés 
ensemencement des bactéridies charbonneuses, commence & se 
dédoubler aussitét que la pullulation se produit, c’est-a-dire 
dés que la diastase est sécrétée. Cette saponine ne s’hydrolyse 
jamais quand elle est dissoute dans du bouillon nutritif et main- 
tenue & 37°. Ceci prouve que le dédoublement est assuré seu- 
lement par la présence de la diastase bactéridienne. Mais si 
cette diastase est suffisante pour hydrolyser la saponine zn vitro, 
on comprend aisément que le méme travail soit facilement 
effectué par l’un des ferments leucocytaires ci-dessus énumérés. 
La preuve en est donnée par tous les cas ott, aprés l’injection 
d'une solution de concentration moindre de saponine, on ne 
constate pas de réaction nécrosante. L’effet nocif de la saponine 
inoculée, qui se traduit dans ce cas par une infiltration cellu- 
laire douloureuse, peut s’amender au bout de quarante-huit 
heures ; cette disparition de la toxicité de la saponine doit étre 
attribuée au travail fermento-sécréteur des leucocytes favorisé 
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par la chaleur locale. Les cellules conjonctives ainsi que les pre- 
miers leucocytes venus au contact de la solution saponinée 
injectée sont dévitalisés rapidement; mais leur mort permet 
aux futurs leucocytes de réagir « en protecteurs », sécrétant 
leurs ferments, ils arrivent & neutraliser la toxicité de la sapo- 
nine en l’hydrolysant et phagocytant les éléments tués, ils 
débarrassent cette région des cellules mortes. Aprés avoir libéré 
lorganisme de tous ces éléments étrangers, les globules blancs 
interviennent dans la régénération des tissus localement 
détruits. On comprend donc qu'un tel travail ne puisse avoir 
lieu qu’a une concentration en saponine ne dépassant pas beau- 
coup les limites possibles de la vie leucocytaire; dans le cas 
contraire, les leucocytes meurent, constituant ainsi de véri- 
tables amas cellulaires, d’ou l’abcédation et méme des signes 
de nécrose locale. L’organisme parvient & vaincre le processus 
toxique et c’est pour cette raison que nous constatons, parmi 
les animaux injectés avec la méme dose, des sujets ne présen- 
tant pas de pertes de substances, alors que chez les autres nous 
assistons & des pertes locales considérables. De ces faits, il res- 
sort que 1a ot la défense est mieux organisée, il n’y a pas de 
perte de substances. Cette défense doit s’établir rapidement et 
étre vigoureuse. Une injection suivie immédiatement d’une 
inflammation cedémateuse étendue et circonscrite plus tard par 
un edéme gélatineux rapidement constitué, permettra la gué- 
rison sans mortification étendue et élimination ultérieure. Les 
leucocytes, maitres de leur pouvoir hydrolysant, progresseront 
vers le centre du point d’injection et parviendront ainsi drendre 
atoxique Ja saponine introduite. Ce travail s’effectue d’autant 
plus rapidement que l’effet toxique de la saponine est moindre. 
Il est évident que toute la gamme des réactions post-vaccinales 
dépend non seulement de la concentration du liquide injecté 
en saponine, mais aussi du pouvoir défensif de l’organisme. 
Cependant, {a o& la concentration dépasse les limites possibles 
de la vitalité, on ne peut envisager une défense interne bien 
organisée. Dans ce cas, en effet, l’organisme doit éliminer 
entigrement la partie dévitalisée soit sous la forme d’une 
eschare, soit aprés abcédation. 

Nous yerrons plus loin que la concentration exagérée des 
solutions saponinées qui ont servi a la préparation des vaccins 
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anticharbonneux glucosidés a entrainé des contradictions en 
ce qui concerne la production de limmunité. Alors que les 
auteurs de ces vaccins obtenaient toujours de bons résultats, 
d'autres expérimentateurs signalaient des défaillances. om a 
bien constaté des faits contradictoires, mais personne nen a 
jamais expliqué les causes. 

C’est ainsi que le premier vaccin anticharbonneux de Hruska, 
qui contenait 10 p. 100 de saponine, expérimenté par Staub 
chez le lapin, a conféré une immunité active décelable par 
réinfection d’épreuve a 1 seul lapin sur 14. Les 13 autres lapins 
échappérent & Vinfection post-vaccinale tout en ne présentant 
pas l’immunité : ils succombérent, en effet, & la réinfection. 
On comprend facilement que dans une solution a une telle 
concentration, méme inoculée 4 la dose de 0c. c. 3, la saponine 
se trouvait en une trop grande quantité, entrainant la mort 
rapide de tous les éléments venus & son contact. De ce fait, il 
en résulte une immobilisation compléte et totale de tous les 
germes charbonneux injectés. Bien que la réaction locale de 
défense fit rapidement établie et violente, elle n’aboutissait 
qu’a l’élimination de la partie mortifiée assurant en méme 
temps l’éviction totale des germes injectés. Celle-ci était si 
radicale que, sur 14 lapins, chez 1 seulement un certain nombre 
de germes charbonneux injectés ont réussi & franchir la barriére 
de Pinflammation cedémateuse délimitant la partie dévitalisée 
et ont produit une immunité active. Les13 autres, au contraire, 
se comportérent comme s’ils n’avaient rien regu. Le nombre de 
germes qui ont conféré l’immunité chez le quatorziéme lapin se 
trouvait assez réduit. Dans le cas contraire, on aurait risqué 
d’assister & l’explosion du charbon d’inoculation. En effet, ce 
faita été facilement observé par Huber en pratiquantl'injection 
du vaccin « Sibolga » (suspension de B. anthracis virulents dans 
l'eau physiologique saponinée au taux de 10 p. 100) & la dose 
de 0c. c. 3 chez les moutons et 0 c. c. 15 chez les chévres. 
Celui-ci produisaitnon seulement une réaction locale prononcée, 
mais aussi le charbon expérimental. En outre, cet auteur 
n obtient pas non plus de bons résultats par l’injection du vaccin 
Hruska saponiné au taux de § p. 100: 2 chévres, injectées a la 
dose de 0 c. ¢. 3, ont présenté une nécrose locale marquée 
étendue sans manifester ensuite d’immunité a épreuve viru- 
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lente. Huber en déduit qu'une résistance est conférée seulement 
lorsque le processus inflammatoire post-vaccinal se traduit par 
une infiltration adémateuse sans nécrose ou suppuration. Il est 
évident que, dans ce cas, comme il n’y a pas de parties morti- 
fiées éliminées, les germes renfermés parviennent a se débar- 
rasser de la saponine adsorbée & leur surface et arrivent a se 
trouver dans des conditions favorables & leur pullulation. Si 
célle-ci est progressive, l'immunité se produit rapidement: au 
contraire, si elle se produit en masse, on oblient le charbon 
d’inoculation. 

La présence des germes charbonneux dans les tissus ou 
organes internes éloignés du lieu d’injection a été bien prouvée 
par Troger. L’auteur a trouvé les bactéridies charbonneuses 
dans différents tissus ou organes (ganglions, foie, rate, etc.) de 
lapins ou autres animaux vaccinés avec le « Carbozoo ». I a, de 
méme, démontré qu’elle persiste longtemps dans l’organisme 
des sujets vaccinés. En ce qui concerne la production de l’immu- 
nité, Kicchorn et Lyon ont constaté qu’en réduisant Ja réaction 
inflammatoire excessive par la suppression de la nécrose ou de 
Vabcédation [diminution du taux de la saponine dans le vaccin 
de Mazzuchi « Carbozoo » (1), au début jusqu’a 5 p. 100 et plus 
tard jusqu’a 2 p. 100], ils obtenaient toujours une immunité 
solide et durable. [1 faut souligner que le « Carbozoo » saponiné 
A 2 p. 100 injecté & la dose de 0 c. c. 25 chez les moutons et 
0c. c. 5 chez les bovins et chevaux provogue une réaction inflam- 
matoire traduite seulement par un cedéme limité. Le taux de 
5 p. 100 provoque une réaction extrémement violente qui se 
termine souvent par des pertes locales assez étendues. 

On voit donc que la saponine qui, au point d’injection, ne 
permettait pas la pullulation de par sa concentration élevée, 
aide les germes, aprés leur phagocytose et leur transport. a se 
débarrasser de l’influence destructive exercée & leur égard par 
les leucocytes, en les immobilisant et méme ep les tuant. Une 
infection larvée vaccinale peut alors se réaliser. 

Tous ces faits nous permettent d’apprécier l’exactitude des 
recherches entreprises par Staub et d’expliquer les causes des 
résultats négatifs. Hruska en a élé surpris et s’est vu obligé de 


(1) Le vaccin « Carbozoo » contenait 10.090.000 de spores charbonneuses 
par centimetre cube. 
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nier les constatations de Staub en s’appuyant sur les résultats 
obtenus chez les animaux .vaccinés (bovidés). Or, il ne faut 
pas oublier que la toxicité de la saponine n'est pas la méme pour 
tous les animaux : la méme quantité de saponine qui provoque 
eénéralement chez les grands animaux une réaction inflamma- 
toire cedémateuse locale, suivie exceptionnellement de nécrose 
ou d’abcédation, donne, méme & une dose deux fois moins 
élevée, chez les petits animaux (cobayes, lapins, chévres, etc.), 
une réaction locale accusée qui est toujours suivie d’une perte 
de substance. Cependant, cette perte de substance peut, néan- 
moins entrainer des conséquences différentes : élimination 
compléte des germes charbonneux injectés lorsque ceux-ci sont 
englobés dans la zone dévitalisée; pullulation explosive en 
masse et sur place provoquant la mort lorsque les germes 
s’échappent et évoluent autour du point d’injection avant ou 
aprés l'élimination de la partie nécrosée. 

Pour obtenir Vimmuniteé, il est nécessaire, apres Vinjection du 
vaccin charbonneux saponiné, de constater une réaction inflam- 
matoire locale traduite exclusivement par une infiltration cedé- 
mateuse (cellulaire). Celle-ci assure l'isolement du point d'injec- 
tion et l'abaissement progressif du taux de concentration de la 
saponine grace & la mobilisation leucocytaire qui, plus tard, 
débarrassera la zone d’injection des éléments tués par la sapo- 
nine, facilitant ainsi la dispersion des germes. Ce travail se 
produit progressivement pendant plusieurs jours, temps néces- 
saire & l’organisme pour fabriquer les anticorps spécifiques et se 
mettre ainsi 4 l’abri d’une pullulation massive. C’est ainsi que 
nous assistons, tout d’abord, & la pullulation des germes qui 
échappent & l’action nocive de la saponine et ensuite a la for- 
mation des anticorps spécifiques. Ces deux faits assurent la pro- 
duction d’une immunité anticharbonneuse active solide et de 
longue durée. Il en ressort que, pour avoir cette immunilé pour 
les grands animaux, il faut utiliser un vaccin anticharbonneux 
saponiné au maximum & 2 p. 100. 

Le fait de la réduction du taux de la saponine n’est pas nou- 
veau : les auteurs qui ont découvert ce mode de vaccination 
ont réduit progressivement la quantité de saponine sans toute- 
fois en donner les raisons. 

Tout récemment, Hruska a abaissé le taux de la saponine 
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jusqu’a 1 p. 100 et Mazzuchi, aux dires d’un témoin oculaire, a 
adopté également le taux de 1 p. 100. 

Ces réductions successives ont été effectuées par Hruska 
depuis la publication des résultats de Staub et ont franchi 
5 étapes, de 10 p. 100 & 6, puis a 4, 2 et enfin a1 p. 100, alors 
que Mazzuchi a réduit de 20 p. 100 & 10 p. 100 et dernia- 
rement a 1 p. 100. 

En fait, la réduction de la concentration en saponine des vac- 
cins anticharbonneux de Hruska ou du « Carbozoo » de Maz- 
sucht a augmenté leur pouvoir antigéne et a permis aux auteurs 
de recommander trés vivement leur emplot. 

De méme, on a changé le lieu d’injection et cherché une 
région ot la diffusion de la saponine est génée et ot la réaction 
locale est moins manifeste. Il n’est donc pas indiqué de pro- 
voquer une réaction inflammatoire cedémateuse étendue qui 
dénote l’action néfaste de la saponine. 

Cette conception nouvelle démontre que la premiere idée de 
la stricte nécessité de laedéme gélatineux était erronée. C'est 
ainsi que Hruska recommande, chez les bovidés, la partie 
moyenne de l’un des deux plis cutanés latéraux qui s’étendent 
de la base de la queue & la marge de l’anus comme étant 
Vendroit le plus favorable 4 l'injection. A ce niveau, aprés 
Vinjection du vaccin, il constate seulement au bout de vingt- 
quatre heures, une petite réaction locale se traduisant par une 
infiltration cedématcuse limitée qui, 4 partir du dixiéme jour, 
commence a s’effacer. Par ve procédé, il a réalisé un véritable 
dépot des germes charbonneux saponinés qui sont résorbés a la 
longue. Il faut compter dix 4 douze jours pour leur dispersion 
totale. Le processus est conditionné, d’une part, par l’impos- 
sibilité de la diffusion de la saponine qui ne peut exercer son 
pouvoir toxique étant donné le lieu d’injection (manque de vas- 
cularisation) et d’autre part, par l’hydrolyse progressive de cette 
saponine du fait de l’afflux leucocytaire. Les bactéridies peuvent 
alors, sinon pulluler, du moins étre déplacées dans des régions 
ou organes favorables a leur multiplication. Dans ce cas, 
Vimmunité acquise est toujours trés forte et de longue durée 
a cause de la persistance de l’antigéne dans l’organisme. 

Méme en présence d’une immunité active accusée, il est bon 
de voir ce quise passe avec les germes infectieux vivants 
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injectés. Nous avons vu que sila pullulation ne peut pas avoir 
lieu sur place, elle peut se produire ailleurs. La preuve en a 
été donnée en 1932 par les recherches de Troger et a été con- 
firmée par nos travaux expérimentaux sur le cobaye. Troger a 
utilisé le « Carbozoo » alors que nous-méme avons employé 
une souche de B. anthracis virulent. Les résultats sont en tous 
points superposables. Le « Carbozoo » a été injeclé aux dif- 
férents animaux par voie sous-cutanée. Troger a inoculé 
30 lapins & raison de 0 c. c. 25 de « Carbozoo » chacun et il les 
a sacrifiés & différents intervalles en pratiqnant des ensemen- 
cements sur gélose au départ de leurs organes. Les résultats 
obtenus sont les suivants : 

L’ensemencement des fragments de peau prélevés au point 
d’inoculation, deux fois aprés quatre heures, une fois aprés 
huit heures, une fois aprés quatre jours, a donné, dans les 4 cas, 
une culture de bactéridie charbonneuse. L’ensemencement des 
ganglions régionaux a été positif huit fois et celui d’autres 
organes deux fois. Des résullats analogues ont été obtenus 
dans les expériences de vaccination du bétail et des chevaux. Il 
en résulte que les bactéridies persistent longtemps dans les 
tissus des animaux vaccinés. 

Dans nos recherches effectuées avec une souche virulente de 
bactéridie charbonneuse saponinée, nous avons toujours cons- 
talé, au point d’injection ou & son voisinage, la présence des 
germes injectés méme huit jours aprés la vaccination. Cette 
bactéridie présentait toutes ses propriétés pathogénes initiales. 
La présence de celle-ci a été mise en évidence également 
dans les ganglions rénaux (douze fois sur dix-huit), dans la rate 
(deux fois) et dans le foie (une fois). De ce fait, on voit la raison 
pour laquelle Troger a recommandé instamment de tenir compte 
de la présence possible des bactéridies lors d’autopsie des ani- 
maux récemment vaccinés avec les vaccins glucosidés. Il est 
évident que si ces autopsies présentent un danger pour des spé- 
cialistes, & plus forte raison l’acheteur d’animaux vaccinés pour 
labatage, ainsi que le consommateur, doivent-ils étre mis en 
garde. Le danger est le méme en ce qui regarde la dispersion 
possible & ce moment des germes virulents par le sang ou la 
peau, celle-ci étant un lieu de conservation des bactéridies ou 
spores charbonneuses. Ce péril augmente quand la souche qui 
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a servi a la préparation du vaccin est dotée d'une virulence plus 
accusée que celle du deuxiéme vaccin Pasteur, car cette viru- 
lence initiale, si toutefois elle est stabilisée par conservation 
in vitro, peut devenir extrémement dangereuse aprés passage 
sur l’animal sensible (retour de virulence). On comprend 
aisément que l’emploi d’un tel vaccin soit un danger, non pas 
pour V’animal vacciné qui échappe a l’infection de par la pré- 
sence de la saponine et acquiert ainsi l’immunité active, mais 
par le fait qu’il contient dans son organisme des germes trés 
virulents qui, répandus sur le sol, pourront infecter des ani- 
maux non vaccinés. || ressort qu’un vaccin glucosidé ne peut 
étre employé qu’a la seule condition d’étre préparé avec des 
souches atténuées. A ce point de vue, le vaccin charbonneux de 
Hruska (souche Pasteur II) n’est pas dangereux. 

Les bons résultats oblenus par l’emploi des vaccins char- 
bonneux glucosidés sont indiscutables parce que l'immunité 
active qui se produit aprés l’injection du vaccin saponiné ou 
digitoniné est trés prononcée; elle s’établit aprés une période 
d incubation assez courte. 

Des recherches de Mazzuchi, il découle que l’immunité 
active se manifeste & partir du neuviéme ou dixiéme jour et 
surtout au douziéme et qu’elle persiste au moins cing mois 
(chez le mouton). De méme Huber a constaté que le vaccin 
digitoniné Hruska II provoque chez le mouton une immunité 
active trés accusée : celui-ci résiste 4 1.000 doses minima mor- 
telles. Dans ce cas, cette immunilé s’établit au huiliéme jour 
pour étre compléte au quatorziéme jour. Il cite cependant la 
présence de réactions locales extrémement graves qui, chez 
les chevaux, se traduisent par des edémes trés étendus. On 
comprend facilement Ja raison pour laquelle ce vaccin se 
montre plus actif et pourquoi les réactions locales sont plus 
accusées si l’on se rappelle les propriétés physico-chimiques et 
biologiques de la digilonine. En effet, celle-ci se distingue des 
autres glucosides par sa forme cristallisée. Tous les autres 
glucosides, y compris la saponine, sont des poudres amorphes. 
La cristallisation rend la digitonine plus soluble et facile- 
ment dialysable, d’ou sa plus grande toxicité. En ce qui con- 
cerne ses propriétés biologiques, Boas a démontré que la 
digitonine permet la° fermentation seulement au taux de 
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0,002 p. 100, les concentrations plus élevées arrétant sponta- 
nément ce processus. Sa toxicité pour les éléments du régne 
animal est plus accusée que celle de la saponine. Par l’hydro- 
lyse elle se dédouble en digitogénine, dextrose et galactose 
(Kohn-Abrest, 1924). 

Huber a constaté que, presque toujours, le vaccin digitoniné 
Hruska II au taux de 6,66 p. 100 provoque chez les animaux au 
point d’injection des abcés ou des réactions locales graves, 
tandis que la saponine, & la méme concentration, se montre 
moins nocive. Dans ce cas, on ne peut envisager une action 
bienfaisante de l’ceedéme provoqué, car la digitonine tue non 
seulement les leucocytes, mais aussi toutes les cellules vivantes 
venant 4 son contact. Cette action toxique est si manifeste, 
quil arrive de constater la lyse des éléments vivants. Il est 
évident que ces éléments cellulaires morts ou sur le point de 
mourir ne peuvent constituer une|barriére vis-a-vis de la pul- 
lulation bactéridienne et cela d’autant moins que la digitonine 
est mille fois plus toxique que la saponine pour les cellules 
animales. Le pourcentage des cas de charbon d inoculation, 
aprés vaccin digitoniné, n’est toutefois pas plus élevé qu’aprés 
linjection du vaccin saponiné parce que le pouvoir d’adsorp- 
tion et de pénétration de la digitonine exercé vis-a-vis du 
germe charbonneux est plus grand. Cette adsorption, pour se 
réaliser, réclame un temps moins long que lorsqu’il s’agit de 
la saponine, permettant la fixation d’une plus grande quantité 
de la substance toxique empéchant ainsi plus manifestement 
la pullulation. 

Les faits constatés lors de l’emploi du vaccin digitoniné sont 
superposables & ceux observés dans le cas de vaccin saponiné 
avec celte différence que l’action toxique de la digitonine pour 
les tissus est plus grande et son pouvoir inhibiteur, sinon 
toxique, pour la bactéridie charbonneuse, est plus accusé. Il 
en résulte que, dans le cas de la digitonine, il faut utiliser des 
concentrations au moins dix fois moins élevées qu’avec la 
saponine. Kt si actuellement la concentration de 1 p. 100 de 
saponine dans le vaccin anticharbonneux Hruska donne de 
bons résultats, il faut réduire ce taux dans le vaccin digito- 
niné jusqu’a 0 gr. 1 & 0 gr. 2 p. 100 ou, comme a fait Hruska 
dans son vaccin saponiné digitoniné (employer 2 grammes de 
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digitonine et 3 grammes de saponine pour 1.000 cent. cubes 
d’eau physiologique). Ici, 2 grammes de digitonine remplacent 
7 grammes de saponine. II est problable que le taux de la 
saponine et de la digitonine dans ces vaccins anticharbonneux 
comportera des réductions ultérieures, car on arrivera & tenir 
compte de toutes !es constatations faites sur la pullulation 
in vitro de la bactéridie charbonneuse en milieu liquide sapo- 
niné. Peut-étre le taux de la saponine et de la digitonine 
pourra-t-il étre réduit pour la premiére jusqu’a 0 gr. 5 p. 100 et 
pour la deuxiéme jusqu’a 0 gr. 05 p. 100, & condition que le 
contact avec la bactéridie soit plus prolongé avant l'emploi du 
vaccin. On atténuera ainsi l’effet toxique de ces substances 
pour les tissus. I] est bon de rappeler que la toxicité du glu- 
coside non adsorbé est considérablement diminuée en solution 
physiologique par la présence de la réaction acide (pH) résul- 
tant de la dissolution du chlorure de sodium. A la tempéra- 
ture du sujet vacciné, cetle légére avidité favorise elle aussi 
Vhydrolyse immédiatement aprés Vinjection du vaccin; la 
substance toxique libre, lors de concentration peu élevée, est 
rendue inoffensive, d’une part, par cette légére acidité de la 
solution vaccinale, et d’autre part, par les moyens propres a 
Porganisme (température, diastase leucocytaire, etc). Or, cette 
disparition de la toxicité, facilite aussi |’élimination du gluco- 
side adsorbé a la surface des germes charbonneux injectés et 
rend possible leur pullulation sur place. Cette réduction de la 
substance toxique évitera les réactions facheuses locales, tout 
en assurant la production d’une immunité active accusée. 
L’utilisation des vaccins glucosidés est recommandée & con- 
dition que les souches qui servent 4 leur préparation soient 
atténuées (en principe, vaccin Pasteur I!) et que la saponine ou 
la digitonine soient additionnées & un taux qui exercera 
seulement l’action inhibitrice sur les germes injectés, sans 
avoir un effet toxique manifeste sur les tissus environnants. 

Un pareil vaccin posséde les qualités d'un bon antigéne, car 
il permet d’inoculer, en une seule injection, un grand nombre 
de germes et d’assurer & la longue leur résorption progressive. 
En outre, tous ces germes passent par tous les stades néces- 
saires 4 la production d’une bonne immunité, c’est-a-dire qu ils 
s’ « animalisent » répondant ainsi a la condition capitale de la 
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production d'une immunité anticharbonneuse active accusée 
et de longue durée. Ce vaccin posséde l’innocuité aussi bien 
que l’activité vaccinale. La germination protoplasmique des 
premiers germes charbonneux débarrassés de leur saponine ou 
digitonine adsorbée dans la suspension vaccinale assure le 
commencement de l’immunité et celle-ci, déja acquise, tiendra 
lorganisme A l’abri pendant la pullulation ultérieure des 
germes inhibés et reltenus sur place. On voit donc que la 
saponine et la digitonine, dans ces conditions, arrivent & sus- 
pendre tout développement des germes injectés pendant 
quelques jours en les protégeant en méme temps contre l’acti- 
vité leucocytaire, ce qui permet ensuite leur pullulation pro- 
gressive. De plus, la souche bactéridienne (Pasteur II) conserve 
l'intégrité protoplasmique de ses formes végétatives ou de 
conservation et surtout sa virulence constante. Comme nous 
Vavons démontré, seule la vitalité est influencée par la sapo- 
nine, mais seulement au dela d’un contact de neuf mois a la 
glaciére & +- 2°. 

On peut espérer que ce procédé de vaccination anticharbon- 
neuse, si expédilif et si économique tant au point de vue de sa 
préparation que de son emploi, sera utilisé couramment dans 
la pratique sur une plus grande échelle. 


Conclusions. 


1° a) A la température de 37°, la saponine, additionnée aux 
milieux de culture, empéche, au début, le développement de la 
bactéridie charbonneuse, puis le favorise aprés son dédouble- 
ment (en sucre et sapogénine) par une action diastasique. 

6) Cette premiére action empéchante ne se manifeste pas 
seulement par Ja réduction numérique des colonies obtenues 
par rapport & une suspension témoin, mais aussi par des 
modifications morphologiques des colonies et de la bactéridie 
charbonneuse elle-méme (colonies 4 contours irréguliers, 
formes d’involution, auto-agglulination, etc.). 

2° Liedéme gélatineux inflammatoire (provoqué par le 
tapioca) peut jouer, dans une certaine mesure, un rdle empé- 
chant dans la dispersion des germes charbonneux, mais il 


VACCINATION ANTICHARBONNEUSE GLUCOSIDEE 384 


n’arrive jamais & protéger l’organisme contre |’infection char- 
bonneuse. 

3° a) L’action toxique de la saponine vis-a-vis de la bacté- 
ridie ou de la spore charbonneuse commence & se produire au 
moment de sa pénétration a l’intérieur du germe (aprés neuf 
mois de contact). 

6) Elle supprime petit & petit la vitalité sans s’attaquer au 
pouvoir pathogéne du germe charbonneux, méme aprés un 
contact de neuf mois et demi & la glaciére 4+ 2° (au taux de 
2 p. 100). 

c) Cette perte de vitalité est rendue facile par l’altération de 
la membrane de la spore; celle-ci permet alors la pénétration 
de la saponine. 

d) Celle-ci est progressive et proportionnelle & la concentra- 
tion du milieu en glucoside. 

4° a) Une immunité anticharbonneuse active accusée et 
durable se constitue facilement dans un organisme animal qui 
a recu un vaccin anticharbonneux glucosidé & une concentra- 
tion convenable. 

6) Au commencement, cette immunisation est favorisée, non 
par l’inflammation cedémateuse post-vaccinale, mais par la 
présence de la saponine adsorbée & la surface des germes 
injectés. En raison de sa présence, les germes ne pullulent que 
progressivement, permettant ainsi & l’organisme de fabriquer 
les anticorps spécifiques. 

c) La concentration exagérée en saponine ou digitonine d’un 
vaccin glucosidé nuit a la production d’une bonne immunité. 

d) La réduction du taux de la saponine assure non seule- 
ment la production d’une immunité solide et de longue durée, 
mais supprime aussi les réactions facheuses post-vaccinales. 

e) L’utilisation d’une souche virulente de B. anthracis pour 
la préparation du vaccin glucosidé est contre-indiquée a cause 
de la présence ultérieure de ces germes virulents dans l’orga- 
nisme des animaux vaccinés et, par conséguent, du danger de 
leur dispersion a l’extérieur. 

f) Dans ce but, il est bon d'utiliser, par exemple, la souche 
Pasteur II qui garde, dans ses formes végétatives ou de con- 
servation, intégralement la valeur antigéne de la bactéridie et 
surtout posséde une virulence constante. 
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g) Les vaccins glucosidés correspondent, 4 tous points de 
vue, a de bons antigénes,*a condition que la concentration 
en saponine ne soit pas supérieure & 1 p. 100 et que leur con- 
servation ne dépasse pas la limite de vitalité des germes qu'ils 
renferment. 

h) La vaccination anticharbonneuse glucosidée est expédi- 
tive et économique tant au point de vue de la préparation du 
vaccin que de son emploi. 

Qu’il nous soit permis, & cette occasion, de prier MM. les 
D' H. Carré et P. Rinjard, directeur et directeur-adjoint du 
Laboratoire national de Recherches, de trouver ici l’expression 
de notre infinie reconnaissance pour leur bienveillant accueil, 
ainsi que tous nos remerciements pour les conseils éclairés 
quils n’ont cessé de nous prodiguer. 
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LA METHODE DE L'INFECTION DOSEE 
DANS L’ETUDE DE LA BIOLOGIE DE LA PEBRINE 


par E. POYARKOFF, 
Professeur a l'Institut de Sériciculture d’Asie centrale (Taschkent). 


Depuis que le génie de Pasteur nous a indiqué les moyens de 
lutter efficacement contre la pébrine, éprouvés par le succés de 
soixanle-cing années d’application pratique; que Stempell a 
précisé et approfondi, dans son travail classique, nos con- 
naissances sur la biologie du microbe agent pathogéne de la 
maladie et que les auteurs japonais (Oomori, Kudov, 
Iwafutchi, Mittani), tout en ayant contribué & approfondir en 
quelques points importants nos connaissances sur la pébrine, 
n’ont fait en somme que confirmer dans leurs traits essentiels 
les résultats de Stempell, la question de la pébrine a paru étre 
épuisée et le monde séricicole contemporain parait s étre arrété 
a une opinion définitive, qui se manifeste dans la facon des 
sériciculteurs contemporains de se comporter vis-a-vis de la 
pébrine dans leur activité pratique et qui se révéle aussi dans 
les cours de sériciculture publiés ou enseignés oralement. Nous 
ne nous tromperions guére si nous caractérisions comme il suit 
la maniére dont on considére les choses dans la sériciculture 
moderne. 

La maladie du vera soie, connue sous le nom de pébrine, est 
déterminée par un protozoaire Nosema bombycis Niagele, qui 
pénétre alintéricur du corps du ver & soie, soit par voie intes- 
tinale, soit par transmission héréditaire ou mieux dire pseudo- 
héréditaire; les autres voies d’infection (par les blessures de la 
peau, etc.) sont actuellement considérées comme douteuses. 
Une fois 4 l’intérieur du corps du ver & soie, le parasite unicel- 
lulaire s'y multiplie abondamment, mais sans produire une 
intoxication générale de lorganisme et sans provoquer une 
désorganisation rapide et brusque de ses fonctions; l'agent 
pathogéne de la pébrine consomme les tissus du ver a soie d’une 
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maniére que l’on peut appeler quantitative en amputant d’une 
facon presque chirurgicale des cellules isolées infectées, en les 
mettant hors d’état de fonctionner sans que les cellules voisines, 
indemnes, en souffrent d’une facon perceplible. En somme la 
pébrine n’est pas une maladie d’intoxication; elle est une 
maladie d’invasion. C’est pour cela que la pébrine a un cours 
si lent et que le ver & soie malade a l’air de fondre graduelle- 
ment plut6t que de succomber brusquement; c’est pour cela 
que devient possible la transmission pseudo-héréditaire, si 
exceptionnelle dans le monde animal, du germe morbide d’une 
génération a la génération suivante sans que ni l’ceuf ni 
lembryon délicat du ver & soie soient tués par le parasite abrité 
a leur intérieur. 

Le ver a soie ne réagit pas d'une facon perceptible a l’inva- 
sion de Nosema a l’intérieur de son corps et n’oppose guére de 
résistance 4 la multiplication du parasite a l’intérieur de ses 
tissus ; ce n’est que la mort prématurée ou naturelle de |’hdte 
qui met des bornes & la multiplication autrement illimitée du 
parasite dans le corps de celui-ci. Comme le dernier moment ot 
Vagent pathogéne peut encore pénélrer 4 l’intérieur du corps 
de l’héte est le dernier jour de Ja vie libre du ver  soie (le der- 
nier jour du cinquiéme age) et comme la mort naturelle du 
papillon arrive trente & cinquante jours aprés ce moment, il 
s’en suit que Nosema, méme ayant pénétré en trés faible quan- 
tité dans le corps du ver & soie, a assez de temps pour pouvoir 
se multiplier 4 un degré considérable. Le papillon pébriné doit 
done toujours contenir dans son corps des spores de la pébrine 
en quantité considérable. Telle est par exemple l’opinion de 
M. le professeur V.-P. Iwanoff, qui croit que les cas d’infections 
peu intenses des papillons avec les spores de la pébrine sont 
impossibles. On ne peut guére songer & la possibilité d’une 
immunité de la part du ver & soie envers la pébrine; le ver a 
soie, si robuste soit-il, contracte la maladie d’une fagon obli- 
gatoire sitot qu'il lui arrive d’ingérer quelques spores de pébrine 
capables de germer; l'état de santé du ver a soie n’intervient 
pas dans la question. Les seuls moyens de lutte dont nous dis- 
posons contre cette maladie se réduisent a la destruction des 
germes morbides, soit & la surface de divers corps soit & l’inté- 
rieur des ceufs pondus par une femelle pébrinée. 
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Telle est l'idée générale que l'on se tait actuellement de la 
pébrine. Cependant quelques faits nouveaux que nous avons 
observés a l'Institut de Sériciculture de l’Asie centrale & Vaide 
de la méthode de l’infection dosée, nous font quelque peu 
modifier ce point de vue. 

Les infections dosées des vers a soie avec les spores de la 
pébrine ou avec les autres micro-organismes réussissent trés 
bien et trés facilement, au moins dans le climat sec de l’Asie 
centrale avec la méthode suivante. 

On saisit le moment ot le ver & soie mange au quatriéme 
ou au cinquiéme Age la feuille du mirier par le bord en y 
découpant de pelits demi-cercles. Lorsque le ver 4 soie, ayant 
achevé un demi-cercle, porte sa téte en avant pour commencer 
un demi-cercle nouveau, on place en arriére de sa téte, au bord 
du demi-cercle découpé, une petite goutte d’eau de volume 
déterminé, renfermant un nombre déterminé de spores de 
pébrine ou d'autres micro-organismes. 

Lorsque Ja téte du ver & soie atteint cette goutte d’eau, elle 
s'y arréte un moment et le ver bozt cette goutte, c’est-a-dire 
quwil aspire la goulte en produisant seulement des mouvements 
de déglutition sans faire de mouvements de mastication. 

Aprés avoir bu la goutte d’eau, le ver 4 soie mange la 
partie de la feuille sur laquelle la goutte a été portée et 
absorbe ainsi tous les micro-organismes que cette goutte d’eau 
contenait. 

Cette méthode de Vinfection dosée est plus simple et plus 
exacte que les méthodes déja décrites dans la bibliographie et 
qui consistent soit & porter sur Vorifice buccal du ver & soie 
une goutte d’eau de volume déterminé que le ver doit 
absorber immédiatement, soit & mettre sur un morceau de 
feuille de miurier une quantité déterminée de micro-orga- 
nismes et & amener le ver 4 soie & manger ensuite ce mor- 
ceau de feuille. 

Nous n’avons pas rencontré dans la bibliographie séricicole 
la description de l’absorption de liquides par le ver & soie; il 
est possible que nous soyons les premiers 4 observer ce phé- 
noméne que l’on peut utiliser de diverses fagons. On peut 
en profiter pour étudier la physiologie du. godt du ver & soie 
qui refuse de boire certains liquides, par exemple, du sang 
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frais pris & un autre ver a soie ou des cultures liquides de bac- 
téries non lavées (1). 

Peut-étre, pourra-t-on profiter du phénoméne décrit comme 
dun indice de I’état physiologique du ver & soie permettant de 
juger jusqu’& quel degré le ver a soif. Par exemple, dans le 
climat sec de l’Asie Centrale, les vers 4 soie ont soif et c'est 
sur ce fait que se base la méthode des élevages des vers & soie 
avec la feuille du miurier arrosée avec de l'eau pure que nous 
avons proposée il y a quelques années et qui est de plus en plus 
pratiquée dans l’Asie Centrale pendant les élevages d’été et 
d’automne. Il est possible que cette méthode se montre utile 
dans notre région, méme pendant le printemps, et serve & 
augmenter de 15 & 25 p. 100 la récolte des élevages & cette 
saison. En observant la maniére des vers 4 soie de se comporter 
vis-a-vis de gouttes de liquides offertes, on pourra peut-étre 
juger jusqu’a un certain degré si l’on doit ou non arroser la 
feuille du mirier avec de l’eau. 

Passons maintenant au sujet de ce travail quia été entrepris 
dans le but de vérifier si les papillons pébrinés doivent, dans 
tous les cas, contenir un trés grand nombre de spores de 
pébrine. Disons tout de suite que, malgré quarante ou cinquante 
jours écoulés depuis l’infection de l'insecte, les papillons 
peuvent contenir, comme ce travail l’a démontré, des spores de 
pébrine en quantité peu élevée et parfois si petite qu'il est 
nécessaire de recourir, pour pouvoir les déceler, & une centri- 
fugation préalable de la masse triturée du corps du papillon 
examiné. 

L’explication de ce phénoméne est fournie par les faits nou- 
veaux inattendus que le travail a révélés et sur lesquels nous 
voulons précisément insister ici. 

Pour produire des infections chez le ver & soie, nous nous 
sommes servi de spores de pébrine que nous avons obtenues 
de deux vers vivants et trés pébrinés; on a imbibé, avec la 
masse semi-liquide obtenue par la trituration de ces vers, 
du papier-filtre qui a été ensuite séché et conservé dans un 
endroit sombre pendant trois semaines au cours desquelles 
on a effectué des injections expérimentales. De temps en temps, 


(4) Cette derniére observation a été faite par M. Mikhailoff. 
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on prenait un morceau de ce papier-filtre, on Vagitait avec un 
peu d’eau et, a l'aide de l'appareil & compter les globules du 
sang, on préparait ensuite une émulsion de spores de pébrine 
en concentration telle que l’on désirait. Le volume des gouttes 
offertes aux vers & soie était de 0 mm. ¢. 5. 

De cette facon, 4.950 vers & soie de Ja race Bagdad ont recu, 
dans deux séries d’expériences, aux divers jours du quatriéme 
et du cinquiéme age, les doses de 82, de 246 et de 820 spores par 
ver; on n’a soumis & l’examen microscopique que 3.360 exem- 
plaires du nombre total d’individus indiqué plus haut. L’examen 
microscopique a été fait au stade nymphal (septiéme au dix- 
huitiéme jour & partir du moment du filage du cocon), le jour 
de ]’éclosion du papillon et chez le papillon sec, c’est-a-dire aprés 
la mort naturelle du papillon. Chaque individu examiné a été 
trituré dans un mortier ot l’on a ajouté 6 cent. cubes d'eau; 
aprés avoir fait une préparation microscopique, on comptait le 
nombre des spores rencontrées dans trois champs du microscope 
(Zeiss, ocul. 15, obj. 40); le nombre obtenu divisé par 3 repré- 
sentait le nombre des spores qui s’étaient formées dans le corps 
de notre insecte. Cette méthode n’est pas trés exacte, mais elle 
a été suffisante pour une étude préalable des faits observés; 
une étude plus approfondie des phénoménes signalés deman- 
dera probablement des méthodes plus exactes. Si aucune spore 
de la pébrine n'était trouvée dans 3 champs du microscope, la 
masse triturée du corps du papillon, filtrée & travers un chiffon, 
était soumise a la centrifugation et le sédiment était de nouveau 
examiné sous le microscope. 

Divers individus d'un méme lot, ayant présenté le méme jour 
la méme dose de spores, montraient a l’examen microscopique 
une infection d’intensité trés diverse, variant parfois de 0 & des 
degrés trés élevés ; mais l’intensité moyenne d'un lot montre 
un caractére plus constant. Nous avons représenté sur les 
tableaux I a III l’intensilé moyenne de l’infection de divers lots 
4 trois moments différents de l’examen microscopique; six lots, 
qui ont montré une infection d’une intensité particulitrement 


faible, et dont nous parlerons plus loin, ne sont pas compris sur 
ces tableaux. 
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Tasteau I. — Intensité moyenne de l'infection de divers lots 
observée au stade nymphal. 


DOSE DE L’INFECTION 

: AGE JOUR DE LAGE par ver & soie 

SERIE (nombre des spores ingérées 
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Tas.Leau II]. — Intensité moyenne de linfection de divers lots 
observée le jour de l’éclosion du papillon. 


DOSE DE L’INFECTION 
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L’examen des tableaux nous permet de constater immédia- 
tement les deux faits importants suivants. 

14° Le moment de l'infection expérimentale produite aux 
limites du quatrigme et du cinquiéme age, malgré la diffé- 
rence de dix-huil jours entre les moments le plus précoce et 
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Tapieau II]. — Intensité moyenne de linfection de divers lots 
observée aprés la mort du papillon. 


DOSE DE L’INFECTION 


AGE JOUR DE L’AGE par ver & soie 
SERIE (nombre des spores absorbées 


ou infection | auquel l’infection par ver a soie) 
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Le nombre d’individus examinés du lot a été 8. 
Le nombre d’individus examinés du lot a été 5. 
dans tous les autres cas, le nombre 


le plus tardif de Vinfection, n’exerce guére dinfluence sur le 
nombre des spores qui se développent dans le corps de l’insecte 
& la suite de Vinfection produite; ce ne sont que les lots 
infectés le dernier jour du cinquiéme age qui présentent un 
nombre de spores nettement plus petit que les autres lots; 
mais cette circonstance doit étre attribuée aux processus dont 
Vimportance est secondaire au point de vue dont il s’agit (éva- 
cuation énergique du contenu intestinal avant le filage du 
cocon, rénovation de |’épithélium de Vintestin moyen, etc.). 
Mais, sur tous les autres lots, on ne remarque aucune ten- 
dance nettement accusée du nombre de spores & diminuer au 
fur et & mesure que le moment de l'infection produite est 
de plus en plus recalé; cependant, cette tendance, quoique 
faiblement prononcée, peut étre observée sur le tableau II, 
se rapportant aux papillons examinés le jour de leur sortie 
du cocon, c’est-a-dire & un moment précis de leur histoire, 
ce qui n’a pas eu lieu dans le cas des tableaux I et III. Mais 
nous croyons que cette tendance si légérement accusée du 
nombre de spores & diminuer au fur et & mesure que |’infection 
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a été produite & des moments plus avancés du développement 
de la larve, peut é¢tre attribuée avec une probabilité trés grande 
aux processus d’auto-infection, c’est-a-dire aux processus de 
infection de ’héte avec les spores qui se sont nouvellement 
formées dans les cellules de l’épithélium de l’intestin moyen, 
qui sont tombées dans la lumiére de lintestin et s’y sont 
ouvertes. 

2° La dose de l’infection, c’est-a-dire le nombre de spores de 
pébrine absorbées par le ver & soie, exerce au contraire une 
action trés nette sur le nombre des spores qui se forment & 
nouveau dans le corps de l’insecte infecté; le nombre de celles-ci 
est d’autant plus considérable que la dose a été plus grande ; 
il est, au contraire, & peu prés constant dans les lots qui ont 
recu une méme dose, mais aux divers jours de leur vie, c’est 
ce qui permet de calculer le nombre moyen des spores nouvel- 
lement formées pour tous les lots qui ont recu une méme 
dose, quoique & divers moments. Le rapport entre ces nombres 
moyens est d’autant plus voisin du rapport théorique entre les 
nombres des spores qui ont servi & infecter le ver & soie que 
plus jeune est le stade auquel les insectes ont été soumis & 
Vexamen microscopique (tableau IV). 


Tanteau IV. — Valeur moyenne absolue et relative du nombre des 
spores dans un champ du microscope a Vexamen 4 divers 
stades.. 


NOMBRE MOYEN ABSOLU RAPPORTS 


de spores dans un champ A 
STADE du microscope si le nom- relatifs entre les nom- 


, : ; bre des spores absorbées| bres des spores nou- 
auquel l’examen microscopique par ver A soie a été de] vollement formées 


a élé produit dans le corps de 
l'insecte. 


ee 
Nymphe : uate 
Papillon le jour de son éclosion. 
Papillenimort] “aq. 2 


Rapport théorique 


On ne peut guére expliquer tous ces faits qu’en admettant 
que la multiplication de Nosema aux stades de planonte et de 
méronte n’est pas illimitée et que les phénoménes de |’auto- 
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infection étant mis & part, chaque spore absorbée par le ver a 
soie ne forme dans son corps de spores nouvelles qu’en nombre 
déterminé, quoique ce nombre soit susceptible de varier sous 
l'action de facteurs qui sont encore a éclaircir. Le fait que cette 
multiplication est limitée doit étre attribué au caractére asexué 
de cette multiplication & laquelle succédent, aprés une certaine 
série de générations, la sporulation et les processus sexuels. 

Comme les lots témoins élevés dans les mémes conditions 
que les lots d’expérience ont présenté de 12 & 23 p. 100 
dindividus infectés, il est & supposer que les phénoménes 
que nous avons observés seraient encore plus nets si aucune 
infection imprévue concomitante n’avait pas eu lieu dans nos 
expériences. 

Le fait que le nombre des spores nouvellement formées dans 
le corps de Vh6te varie en raison directe du nombre des 
spores absorbées par le ver a soie, d’autant plus netlement que 
la dose de l’infection a été plus faible et le stade examiné 
plus jeune, nous fait admettre que la production de spores 
nouvelles est d’autant plus empéchée que le nombre des spores 
nouvellement formées est plus grand. On peut expliquer 
jusqu’a un certain degré cette cvirconstance en admettant que 
les cas de pénétration de deux ou de plusieurs planontes dans 
une méme cellule de l’héte sont d’autant plus nombreux que 
la multiplication du parasite est plus intense. On doit donc 
s'attendre & observer des relations encore plus neltes entre 
le nombre des spores absorbées par le ver & soie et la quantité 
des spores nouvelles qui se forment dans son corps si l’on 
choisit des doses d’infection plus faibles que celles que nous 
avons employées. Chaque spore de pébrine, absorbée dans nos 
expériences par un ver a soie, a produit des spores nouvelles 
en quantité moyenne de 0,4 par champ de microscope; en 
admettant qu'un champ du microscope corresponde, dans 
les conditions de notre travail, 8 0 mme. 0025 de volume du 
liquide, on trouvera que chaque spore de pébrine, absorbée dans 
nos expériences par un ver A soie, a produit dans son corps, 
en moyenne, un million de spores nouvelles; ce qui veut dire 
que chaque germe amiboide de pébrine, sorti de la spore, 
accomplit & peu prés une vingtaine de bipartitions successives 
asexuées avant de passer a la sporulation. 
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Passons maintenant & une autre question, & la variabilité 
du nombre des spores qui se forment dans le corps du ver a 
soie infecté. Les conditions dans lesquelles nous avons opéré 
ne laissent aucun doute que chaque ver a soie de nos lots 
d’expérience n’ait englouti une quantité déterminée de spores 
douées d’un certain degré de virulence. Néanmoins, le nombre 
des spores nouvelles qui se forment dans le corps des vers A soie 
d'un méme lot, tout en oscillant autour d’une valeur moyenne, 
varie considérablement, parfois méme de 0 & un degré trés 
élevé; c’est-a-dire que divers vers 4 soie opposent une résistance 
variable la multiplication du parasite dans leur corps et cer- 
tains vers 4 soie réussissent méme a rester complétement 
indemnes malgré la quantité assez considérable (820 spores) de 
malériel virulent qu’ils ont absorbée. 

Le nombre d’individus indemnes diminue au fur et & mesure 
que la dose de l’infection croit (tableau V). On peut donc 


TasLrEAu V. — Nombre de vers &a soie restés immuns 
malgré l’infection produite. 


NOMBRE D’INDIVIDUS|NOMBRE D’INDIVIDUS TAUX RELATIF 
soumis 4 l’infection immuns p. 100 


DOSE D INFECTION 


895 4149 
906 106 
950 82 


penser que les accidents du passage des spores absorbées & tra- 
vers le canal intestinal du ver & soie ont une certaine signifi- 
calion, mais nous croyons que quelques facteurs d’un caractére 
biologique plus profond doivent en outre y jouer un certain 
role. C’est l’élude des 6 lots que nous avons laissés pour un 
moment de coté qui nous fait y penser. C’est non seulement 
Vintensité de l’infection obtenue qui a été surtout peu élevée 
dans ces 6 lots soumis a l’infection le quatriéme et le cin- 
quiéme jour du cinquiéme dge,(on n’a observé en moyenne que 
de 1,1 43,5 spores dans un champ du microscope & l’examen 
du papillon mort), mais c’est aussi le laux relatif des individus 
ayant contracté l’infection qui a été trés peu considérable. Les 
spores de la pébrine ont été trouvées : 
Annales de l'Institut Pasteur, t. 56, n° 5, 1936. 39 
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Chez 1,2 p. 100 d'individus examinés au stade aymphal; 
Chez 2,3 p. 100 d’individus exammés le jour de ]’éclosion du papillon; 
Chez 61,9 p. 100 d’individus examinés aprés la mort du papillon. 


Des phénoménes analogues, quoique moins nettement pro- 
noncés, sont présentés aussi par les 3 lots soumis 4 l’infec- 
tion le quatrigme jour du cinquiéme Age (premiére série) ; 
Vintensité moyenne de l’infection de ces lots est indiquée sur 
les tableaux I et III; elle est assez faible, quoique plus forte 
que dans les 6 lots dont nous venons de parler. En ce qui con- 
cerne le taux relatif d’individus infectés dans ces 3 lots, il a été: 


De 18,0 p. 100 d’individus examinés au stade nymphal; 
De 64,1 p. 100 d'individus examinés le jour de |’éclosion du papillon; 
De 65,5 p. 100 d’individus examinés aprés la mort du papillon. 


Théoriquement, le taux relatif d’individus infectés doit étre 
le méme & tous les stades; il en est & peu prés de méme dans 
les 27 autres lots (tableau VI) ot l’on remarque cependant une 


Tas_eau VI. — Taux relatif d’individus infectés dans les 27 lots. 


DOSE DE LINFECTION 
; inonhie des spores 
que l'on a fait absorber a un ver A soie) 


STADE 


auquel l’examen microscopique 


a été effectué 
82 


Nymphe. .. . 
Papillon le jou 
Papillon mort 


faible tendance de ce taux & augmenter au fur et & mesure que 
l’on passe des stades plus jeunes aux stades plus agés. Mais 
c’est surtout dans les 9 lots indiqués plus haut que l’on observe 
une différence considérable entre les taux d’individus infectés 
aux divers stades; on en doit conclure que la formation des 
spores peul étre trés retardée dans certains cas et c'est pour 
cetle raison que les spores ne peuvent étre décelées qu’aux 
stades plus avancés. Done, les 6 lots que nous avons mis a 
part sont caractérisés par ie taux relativement peu élevé d’indi- 
vidus infectés, par l’intensité trés faible de V'infection et par un 
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retard considérable dans la formation des spores; ajoutons que 
la dose d’infection ne s'est guére fait sentir dans ce cas-la. 

Ainsi divers individus de ver & soie, ayant absorbé un méme 
nombre de spores de pébrine d’un méme degré de virulence, 
peuvent tantét échapper complétement & Vinfection, tantdt la 
contracter & des degrés trés divers. L’organisme du ver & soie 
ne peut étre considéré comme un milieu nutritif passif prét & 
nourrir chaque germe de pébrine qui y pénétre; l’organisme 
du ver & soie oppose, au contraire, une certaine résistance a la 
multiplication de Nosema dans son corps et cette résistance 
peut étre, selon les cas, pour des raisons encore non éclaircies, 
tantét plus forte, tantdt plus faible. 

Les cas des papillons, présentant des infections d’une faible 
intensité avec les spores de pébrine, peuvent étre expliqués, 
ou bien parce que ces insectes ont absorbé un trés petit nombre 
de spores de Nosema, dont la multiplication dans le corps de 
l'hote est limitée, ou bien parce que ces individus ont opposé 
une résistance particuliérement forte 4 la multiplication de 
Nosema dans leur corps, ou bien par lune et l’autre cause 
ensemble. 

Nous pouvons conclure, de tous les faits observés, qu'une 
vraie lutte s’engage entre l’organisme du ver & soie d’une part 
et celui du Nosema qui y a pénétré d’autre part, quoique cette 
lutte présente peut-étre un caractére différent que dams le cas 
des infections bactériennes. 

Mais, s'il s’agit d’une lutte, nous avons des raisons d espérer 
de pouvoir augmenter la résistance du ver A soie & |’invasion 
de l'agent pathogéne de la pébrine en recourant aux moyens de 
l’écologie, de la physiologie ou de Ja génétique. Pour pouvoir y 
aboutir, nous devons étudier préalablement les facteurs dont 
dépend la résistance de l’organisme du ver 4 soie envers la 
pébrine: la méthode de Vinfection dosée ouvre cette voie. 


Résumni. 


1° La méthode de linfection dosée décrite par l’auteur 
permet d’introduire facilement dans le canal intestinal d’un 
yer asoie un nombre déterminé de spores de pébrine. 

2° Le moment de l’infection, produite dans les limites du 
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quatriéme et du cinquiéme age, n’exerce guére d’influence sur le 
nombre des spores qui se fotment & la suite de l'infection dans 
le corps du ver 4 soie. 

3° La quantité de spores qui ont servi & infecter le ver & soie 
(dose d'infection) produit au contraire une influence trés notable 
sur le nombre des spores nouvelles qui se forment dans le corps 
du ver 4 soie soumis @ |’infection. — 

4° On peut expliquer ces faits en admettant que la mullipli- 
cation asexuée de Nosema, & l'intérieur du corps du ver A soie, 
a certaines limites. 

5° Les divers individus opposent a la multiplication de 
Nosema dans leur corps une résistance tres diverse dont le 
caractére est a étudier. 

6° Le probleme de l’immunité du ver & soie envers la pébrine 
se trouve mis 4 l’ordre du jour; la méthode de l’infection dosée 


permet de l’aborder. 
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ETAT REACTIONNEL DU POUMON 
AU COURS DE DIVERSES IMMUNISATIONS PRATIQUEES 
PAR VOIE SOUS-CUTANEE 


par P. nz BOISSEZON. 


Dans les maladies inflammatoires, les modifications histolo- 
giques en rapport avec le systéme réticulo-endothélial et la 
phagocytose, sont bien connues et leurs relations avec l'immu- 
nité faciles & établir. Il n’en est pas toujours de méme lorsque 
lon étudie l’acquisition de l'immunité au cours des vaccinations. 
J'ai cherché si, dans quelques cas particuliers, il n’élait pas 
possible d’observer dans les organes des modifications tissu- 
laires visibles, se produisant au cours de l’immunisation et en 
rapport avec la formation des anticorps invisibles. Ayant eu 
Voceasion de préparer couramment du sérum hémolytique et 
de le titrer, j’ai eu un matériel d’étude excellent puisque je 
pouvais, d’une part, étudier les tissus des lapins utilisés et 
vérifier, d’autre part, par le titrage de l’activité hémolytique du 
sérum obtenu, le témoignage précis de la valeur de l’immuni- 
sation. 

Les modifications histologiques que l’on observe dans certains 
organes au cours de l’immunisation du lapin contre les hématies 
de mouton ont été exposées dans un article paru aux Annales de 
Physiologie et Pathologie générale (1). Ces modifications histo- 
logiques sont la marque du travail intracellulaire déterminant 
V’immunisation (Metchnikoff) [1] et, dont les caractéres sérolo- 
giques ne seraient d’aprés Boez [2] que le reflet. 

Tandis que les modifications de la rate et du foie (2) dans les 
processus d’immunité étaient déja connues (Fiessinger et Cat- 
tan) [3], celles du poumon n’avaient pas, 4 ma connaissance, été 
signalées dans le cas particulier de la préparation du sérum 
hémolytique. Elles sont cependant trés importantes, et diffé- 


(1) Voir P. de Boissezon. Ann. de Phys. et de Path. générale, 33, n° 3, sep- 


tembre 1935, p. 921 & 952. 
(2) Voir P. de Boissezon. C. R. de la Soc. de Biol., 148, 1935, p. 223. 
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rentes suivant le mode d’immunisation employé : voie veineuse 
et voie sous-cutanée (1). - 

Dans le cas d’immunisation par voie intraveineuse, on 
observe une exagération des phénoménes normaux d’érythro- 
lyse et de biligénie dans la rate, et le foie. Une élimination trés 
importante de leucocytes éosinophiles est constatée dans les 
alvéoles pulmonaires et les bronches. 

Au cours de l'immunisation pratiquée par voie sous-cutanée, 
l’érythrolyse et la biligénie spléniques et hépatiques passent au 
second plan. La destruction la plus importante des globules 
rouges se fait au lieu de l'injection, dans le tissu conjonctif 
sous-cutané, par le travail des monocytes histiocytaires 
(Scheickewitch) [5]. Si, par ailleurs, on éludie le poumon, on 
voit qu'une grosse part des pigments mis en liberté par cette 
désintégration de l’hémoglobine sont passés dans le parenchyme 
pulmonaire. 

Une partie de ce pigment est intracellulaire, de couleur ocre, 
et parfois noire, lorsqu’il est trés dense. Le pigment noir est 
généralement inclus dans de grandes cellules claires, mono- 
cytes, que l’on voit parfois sortir des cloisons inter-alvéolaires 
et passer dans les alvéoles. Le pigment ocre existe soit a l'état 
libre entre les cellules des parois alvéolaires et localisé sur les 
bords des cavités aériennes, soit inclus dans les cellules de 
Vendothélium pulmonaire qui, on le sait, peuvent jouer un réle 
phagocytaire (Policard [6], Bratiano) {7}. Les travaux de Gra- 
nel [8] et de Jousset [9] avaient déja montré la présence du 
pigment hémoglobique dans les poumons, au cours de circons- 
tances différentes. 

Kn fait, chez le Lapin immunisé par voie sous-cutanée, 
l’érythrolyse se produit aprés phagocytose par les histiocytes 
du tissu conjonctif sous-dermique. Ce sont ces cellules chargées 
d’enclaves pigmentaires, apportées au poumon par le courant 
lymphatique et sanguin qui, de la, passent dans les alvéoles 
pulmonaires et dans les bronches, ot l'on constate souvent la 
présence d’un exsudat inflammatoire contenant des monocytes 
pigmentaires ou ocrocytes. Cette élimination du pigment est 
compléte car cette substance a entitrement disparu du poumon 


(1) Voir P. de Boissezon. C. R. de la Soc. de Biol., 146, 1934, p. 500, 
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quinze jours aprés la derniére injection sous-cutanée d’hématies 
de mouton. 

Le réle du poumon n’est pas purement éliminateur, le pig- 
ment, au cours de son passage, agit sur le parenchyme pulmo- 
naire comme une cause dirritation spécifique et détermiue 
dans les cloisons inter-alyéolaires un afflux considérable de 
cellules blanches : éosinophiles, monocytes, lymphocytes, sou- 
vent & disposition périvasculaire. Cette infiltration inflamma- 
toire du parenchyme pulmonaire par les éléments réticulo- 
endothéliaux, qui, en méme temps qu’ils phagocytent, sécrétent 
des ferments immunisants, parait montrer qu’une part non 
négligeable de l’acquisition de l’immunité antiglobules se fait 
dans cette trame conjonctivo-vasculaire du poumon. 

L’immunisation des lapins par voie sous-cutanée seule, 
déterminant cet état inflammatoire du poumon et fournissant 
des sérums hémolytiques actifs, celte réaction histologique 
pulmonaire doit avoir, comme celle que l’on observe dans le 
foie et dans la rate au cours de l' immunisation par voie intra- 
veineuse, un role dans la sécrétion des immunisines spécifiques, 
et le tissu pulmonaire peut étre considéré lui aussi, comme un 
lieu de Vimmunisation. 

Cette idée ne doit pas paraitre extraordinaire si l’on songe 
aux fonctions multiples du poumon, en dehors de l’hématose : 
lipodiérése des graisses (Roger, Vernes et Binet) [10]; libéra- 
tion du sucre protéidique et glycolyse (Roger, Binet et Rathe- 
ry) [11]; modification du taux de la cholestérinémie (Abelous et 
Soula) [42]. Il existe done dans cet organe des fonctions 
connues depuis peu de temps : parmi ces derniéres, se trouvent 
aussi les réactions contre les substances étrangéres irritantes, 
toxiques ou colorantes (Guieysse-Pélissier) [4] ; (Bratiano) [7], 
états réactionnels qui n’ont rien d’inattendu. On sail, en effet, 
que le poumon est un énorme bloc de tissus d’origine mésen- 
chymateuse : l’épithélium, est réduit au minimum, et méme 
pour Policard [6], au seul épithélium bronchique. Les cellules 
nucléées du revétement des alvéoles pulmonaires paraissent 
bien, en effet, avoir la mobilité et l’activité phagocytaire carac- 
téristiques des tissus réticulo-endothéliaux. 

Le poumon élimine donc les déchets pigmentaires de l’anti- 
eine hémoglobique introduit dans l'économie par voie sous- 
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cutanée. Au cours de cette élimination, il présente une réaction 
nflammatoire et cette réaction joue un réle dans la sécrétion 
des anticorps (fonction rhagiocrine de Renaut et Dubreuil) (43), 
role qui a été vérifié, dans le cas particulier, par les titrages de 
lactivité hémolytique des sérums obtenus. 

Ces réactions ont-elles un caractére général ? 

Peut-on faire un rapprochement entre les modifications his- 
tologiques du poumon au cours de celte immunisation et les 
réactions pulmonaires que |’on constate dans l’anaphylaxie et 
dans l’asthme (Sedillot) [44]? Ce que l’on observe dans l’immu- 
nisation du lapin contre les hématies de mouton serait-il un 
cas particulier des phénoménes d’élimination et de défense se 
produisant dans d’autres circonstances, au niveau de l’organe 
respiratoire, sous l’action de certaines variétés d’antigénes? 

Pour répondre a cette question, il faut trouver des vaccina- 
tions naturelles ou artificielles au cours desquelles des réactions 
histologiques pulmonaires analogues peuvent étre observées. 

A ce point de vue, on connait les intéressantes remarques de 
L. Bazy [45] sur la diminution de immunisation antitétanique 
passive a la suite d’injections répétées de sérum. La diminution 
de ces possibilités d’immunisation, s’explique par les recherches 
de G. Ramon et E. Falchetti [16] qui ont montré qu’a Ja suite 
d’injections répétées de sérums thérapeutiques ou préventifs, il 
se produit une élimination rapide de l’antitoxine injectée. Ces 
auteurs ont établi par des titrages du sérum, que « l’immunité 
anlitoxique passive, due aux réinjections successives de sérum 
antitétanique, devient aprés chacune d’elles de plus en plus 
faible et de plus en plus précaire ». Des résultats analogues ont 
été obtenus aprés injection de sérum équin normal. Cette élimi- 
nation rapide du sérum et de l’antitoxine injectés, s’explique 
vraisemblablement par l’établissement chez les sujets en expé- 
rience d'une immunité spéciale antisérum. Cette immunisation 
comporte-t-elle aussi des réactions histologiques pulmonaires? 
Une série d’expériences que j'ai entreprises, confirment cette 
maniére de voir. 

Des lapins de 3 kilogrammes ayant regu chaque jour 3 cent. 
cubes de sérum antitétanique ordinaire dans des conditions 
d’asepsie rigoureuse pendant huit jours, sont sacrifiés par 
piqire du bulbe. 
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Au lieu d’injection, on observe des modifications du tissu 
conjonctif sous-culané caractérisées par la présence de vais- 
seaux néoformés et d’un état inflammatoire surtout périvas- 
culaire & polynucléaires neutrophiles et quelques éosinophiles. 


Fic. 4. — Coupe de poumon de lapin ayant recu 8 injections sous-cutanées 
de 3 cent. cubes de sérum antitétanique. OEdéme pulmonaire, infiltration 
et épaississement des cloisons interalvéolaires. Bronchite. 


L’examen macroscopique du poumon montre une congestion 
irréguliérement répartie a la périphérie de l’organe. Des frag- 
ments du poumon prélevés, fixés au liquide de Bouin ou au 
formol salé ont été inclus, coupés et colorés. L’examen 
microscopique montre que le fait caractérislique est un edéme 
épaississant les cloisons inter-alvéolaires et occupant les 
cavités des alvéoles qui dans certains cas au lieu d’étre bordées 
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par les petites cellules nucléées de l’endothélium pulmonaire 
ont leurs parois formées par du liquide d’cedéme coagulé, ayant 
pris une teinte acidophile et donnant aux alvéoles une forme 
circinée sur les coupes. 

Les cellules de l’endothélium pulmonaire paraissent s'étre 
multipliées, épaississant les cloisons inter-alvéolaires ot |’on 
trouve, en plus, une infiltration par divers types de cellules 
mobiles : 1° de nombreux monocytes, grandes cellules 4 noyau 
clair, contenant dans leur cytoplasme vacuolaire des grains 
soit acidophiles soit basophiles. Ces derniéres cellules localisées 
trés souvent dans la cavité elle-méme des alvéoles pulmonaires 
ou elles ont desquamé ; 2° onobserve dans les cloisons interal- 
véolaires des plages de cellules lymphoides en prolifération et 
des noyaux basophiles énormes (noyaux monstrueux de 
Guieysse-Pélissier) ; 3° des polynucléaires & granulations éosi- 
nophiles ou métachromatiques. Enfin, certains capillaires 
lymphatiques sont littéralement bourrés de monocytes et de 
polynucléaires acidophiles, neutrophiles ou basophiles. Par 
ailleurs on constate dans la lumiére des bronches un exsudat 
acidophile contenant les différentes cellules ci-dessus décrites 
(V. figs i 

Comme chez le lapin hémolytique anti-mouton, on observe 
ici les deux processus d’inflammation pulmonaire et d’élimi- 
nation bronchique. Il est vraisemblable que les constatations 
de Bazy, de Falchetti et de Ramon sur la baisse du pouvoir 
immunisant du sérum en injections répétées doivent étre en 
relation avec les réactions histologiques observées analogues & 
celles que j’ai signalées comme faisant partie du substratum 
anatomique de l’immunisation chez le lapin hémolytique. 

Récemment P.-L. Drouet et P. Florentin [17] ont fait des 
recherches sur les modifications du parenchyme pulmonaire du 
rat & la suite dinjections sous-cutanées répétées de sérum de 
cheval. Ces auteurs ont montré que ce traitement détermine 
des modifications de l’épithélium respiratoire et du tissu lym- 
phoide pulmonaire, indiquant qu’un sérum hétérogéne pro- 
voque des réactions histologiques du poumon qui sont, disent 
les auteurs, « une preuve que le poumon doit étre considéré 


comme un territoire particuliérement actif du systéme histio- 
cytaire ». 
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En Somme, ces faits observés par des auteurs différents sur 
des’sujets analogues se relient entre eux et la réaction réticulo- 
endothéliale du poumon, observée par Florentin chez le rat 
aprés injection du sérum équin normal et par moi-méme chez 


Fic. 2. — Coupe de poumon de lapin ayant recu 6 injections sous-cutanées 
de un demi cent. cube d’anatoxine tétanique. Infiltration et épaississement 
des cloisons interalvéolaires. Bronchite. 


Je Japin injecté de sérum antitétanique, parait étre une preuve 
de plus du réle de cet état inflammatoire de la trame conjonc- 
tivo-vasculaire du poumon dans |’établissement de l’immunité 
antisérum signalée par G. Ramon, F. Falchetti et L. Bazy. 
D’autres faits viennent encore a l’appui de cette maniére de 
voir. Des lapins de 2 kilogrammes, recoivent une injection 
journaliére de 1/2 cent. cube d’anatoxine antitétanique de 
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Ramon pendant six jours. Les Japins étant sacrifiés, on cons- 
tate, au niveau de la zone des injections sous-cutanées, des 
processus inflammatoires caractérisés par une infiltration tres 
marquée de leucocytes éosinophiles. 

Dans le poumon on constate encore un certain degré de 
congestion périphérique; on note de plus un épaississement 
des cloisons interalvéolaires causé par la prolifération de l'épi- 
thélium pulmonaire et desnoyaux lymphoides dans les cloisons 
interalvéolaires, quelques monocytes & cytoplasme vacuolaire, 
mais surtout |’extréme abondance des cellules 4 granulations 
éosinophiles. 

On n’observe pas ici les capillaires lymphatiques bourrés de 
leucocytes signalés dans le poumon de lapin injecté de sérum. 
Les phénoménes de bronchite existent également et quoique 
plus discrets sont extrémement nets. Ici encore une réaction 
pulmonaire succéde a une série d’injections sous-cutanées d’un 
antigéne. 

Serait-il difficile de trouver d’autres cas analogues ? 

« L’injection des substances azotées diverses, dit Bordet [18), 
douées ou non de qualités antigéniques: albumine, peptone, 
polypeptides, gélatine, fait apparaitre dans le sérum des fer- 
ments protéolytiques ou peptolytiques. » 

Que se passe-t-il dans le poumon du lapin au cours de la 
sensibilisation de cet animal a la peptone? 

Un lapin de 2 kilogrammes est injecté chaque jour pendant 
six jours avec 1 cent. cube de solution stérilisée de peptone 
Chapoteaut & 10 p. 100. Le sixiéme jour le lapin est tué, on 
observe ici aussi, au lieu d’injection, une infiltration extréme- 
ment intense de cellules mobiles & cytoplasme éosinophile. 

Le poumon est congestionné, ses cloisons interalvéolaires 
sont beaucoup moins épaisses que dans les cas précédents; il 
existe cependant un certain degré de prolifération cellulaire et 
une infiltration trés marquée par des cellules éosinophiles. 

On constate enfin un processus de bronchite. 

Avant de tirer des conclusions de ces expériences, il importe 
de faire une remarque sur la technique employée et les 
rapports pouvant exister entre les doses d’antigénes utilisées et 
activité des réactions tissulaires observées. Dans l’immuni- 
sation du lapin contre les hématies de mouton les doses d’héma- 
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ties utilisées ont été celles communément employées dans les 
laboratoires pour obtenir réguligrement un bon sérum hémo- 
lylique. Pour ce qui est des injections de sérum antitétanique 
et de l’anatoxine tétanique de Ramon, les doses ulilisées sont 
évidemment trés fortes, si on les compare au poids des ani- 
maux en expérience. Dans ces deux derniers cas, les réactions 
tissulaires obtenues sont donc, vraisemblablement, une grosse 
exagération de ce que l’on pourrait observer A la suite d’une 
injection préventive de sérum, ou & la suite de vaccinations 
conduites méthodiquement avec des doses appropriées. Mes 
expériences ne sont donc pas quantitatives ; mais seulement 
qualitatives. Si l’on tient compte de cette remarque, les réac- 
tions tissulaires observées gardent toute leur valeur au point 
de vue de la mise en évidence de la localisation du processus 
inflammatoire et de l’élimination au niveau du poumon, des 
déchets d’antigénes variés, étant entendu que dans une vraie 
vaccination avec des doses infimes, les phénoménes histolo- 
giques observés doivent étre beaucoup plus discrets. 

Ka résumé, au cours de l'immunisation du lapin contre les 
hématies de mouton injectés par voie sous-cutanée, on cons- 
tate une infiltration inflammatoire au lieu d’injection avec des- 
truction locale des h4maties. Il existe en outre un état inflam- 
matoire pulmonaire qui conditionne, en partie tout au moins, 
la formation des hémolysines. A la suite injections sous- 
cutanées de sérum équin normal, un état inflammatoire ana- 
logue est constalé dans le poumon du rat (Florentin). Nos 
expériences montrent que le méme fait se produit dans le pou- 
mon de lapin & la suile d’injections répétées de sérum antité- 
tanique, et cette réaction pulmonaire accompagne toujours 
Vinfiltration inflammatoire qui s’observe dans le tissu conjonc- 
tif sous-cutané au point ot sont faites les injections. On sait 
par les travaux de L. Bazy, de E. Falchetti et de G. Ramon que 
les injections répétées de ce scrum ou de sérum équin normal 
déterminent une immunité anti-sérum inhibant l’action pré- 
ventive de l’antitoxine. Il y a donc ici encore, coincidence entre 
les injections sous-cutanées répétées, la réaction inflammatoire 
pulmonaire et immunisation. 

Lorsque l'on pratique chez le lapin des injections sous-cuta- 
nées répétées d’anatoxine tétanique, c’est-a-dire une véritable 
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vaccination, on observe qu’une réaction analogue, a éosino- 
philes, se produit également dans le tissu conjonctif sous- 
cutané au lieu d’injection. La méme infiltration s’observe aussi 
dans le poumon; éosinophilie accompagnée de phénoménes de 
bronchile. 

Enfin, les injections sous-cutanées de peptone gui sensibi- 
lisent le lapin contre cette substance montrent, en plus de la 
réaction sous-cutanée locale & éosinophiles, une éosinophilie 
pulmonaire intense accompagnée elle aussi de processus de 
bronchite. Dans ces derniers cas, il y a encore, a la suite des 
injections d’antigénes différents, en plus de la réaction locale a 
la piqire, une réaction histiocytaire pulmonaire et un pro- 
cessus éliminateur par bronchite. 

Les injections sous-cutanées d’antigénes variés déterminent 
donc réguliérement un état inflammatoire, non seulement dans 
le tissu conjonctif sous-cutané au lieu d’injection, mais aussi 
dans le poumon. Le processus d’élimination par voie bron- 
chique des produits de déchet de l’antigéne, la similitude 
des modifications histologiques pulmonaires observées aprés 
Pinjection de ces diverses substances étrangéres, indiquent le 
caraclére général des réactions tissulaires constatées au cours 
de l’établissement de limmunité. Les résultats expérimentaux 
obtenus montrent avec une remarquable concordance que les 
cellules du systéme histiocytaire pulmonaire jouent, comme 
celles de Ja rate et du foie, un rdle important dans le détermi- 
nisme de l’immunisation. 
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